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第1章 要旨
大腸菌RecQと相同性を有するタンパク質は、細菌からヒトまで多くの種で普遍的に保
存されている。これらのタンパク質はRecQファミリーと総称されてお り、ゲノムの安定
性に重要な役割を果たしていると考えられている。ヒトにおいては、現在までにRECgLl、
BLM、wew、REceL4、REC(2L5の少なくとも5種類のRecQファミリータンパク質遺伝
了が単離されており、BLM、㎜Vは それぞれBloom症候群(BS)、Wemer症候群(WS)の
原因遺伝子であることが明らかになっている。さらに近年、常染色体劣性遺伝病であり皮
膚変性と白内障を伴うRothmund-Thomson症候群(RrS)の一部についてRECgム4の変異
が原因であることが報告された。RecQファミリータンパク質は総 じてゲノム安定性維持
に中心的な役割を持つと考えられているが、RecQL4についても、DNA複製の開始に必
須な一本鎖DNA結 合タンパク質複合体RPAの クロマチン結合に要求されること、DNA
傷害時にDNA二 本鎖切断(DSB)に対する相同組み換え修復機構 で機能するRad51と局
在が一致することが これまでに示されている。しかしなが ら、DNA複製の開始、進行や
DSB修復におけるR㏄QL4の分子 レベルの作用機序についてはほとんど報告されていな
い。
アフリカツメガエル(Xenopus)卵抽出液無細胞実験系は初期胚で観察される細胞周期
を試験管内で容易に再現することができる実験系であり、これを用いてDNA複 製時や
DNA傷害誘導時におけるタンパク質の挙動やクロマチンの動態などのダイナミックな変
動を分子 レベルから詳細に解析することが可能である。本研究では、RECgL4遺伝子産物
(RecQL4)の機能を生化学的解析により理解するために、XenopusR㏄QL4に対する特異的
な抗体 とこの無細胞実験系を用いてRecQL4の機i能と動態の解析をおこなった。
i、DNA複製の障害時におけるR㏄QL4の機能
細胞生物学的解析より、BS患者細胞においては細胞周期のS期 が延長することが、WS
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患者細胞においてはDNA複製開始点問距離が伸長することが知 られている。さらに、BLM
がDNA複 製フォークの安定化に関与しているという報告もある。そこで、同じR㏄Qフ
ァミリーに属するRecQL4がDNA複製の開始や進行に機i能しているかについて検討した。
まず、DNAポ リメラーゼの阻害剤であるアフィディコリンによってDNA複 製フォーク
の進行の障害を誘導した際のR㏄QL4の クロマチン結合を観察 した。その結果、RecQL4
はアフィディコリンの処理に応 じてクロマチン画分に移行することが確認された。 この
R㏄QL4のクロマチン結合はDNA複製開始阻害タンパク質gernininを添加すると消失し、
また、チェックポイントの起点となるATM/ATRを阻害するcaflfeineを添加することによ
り増加した。これらの結果より、ここで見られたRecQL4のクロマチン結合はDNA複製、
特に複製開始点の活性化に依存していると考えられた。
そこで、DNA鎖伸長反応が障害を受けた際にRecQL4が何 らかの機能を果たすものと
考え、アフイデイコリン処理により停止 したDNA複 製の再開についてRecQL4免疫除去
卵抽出液をもちいて検討 した。その結果、R㏄QL4非存在時にDNA複 製の再開に際 して
DNA複製速度が充進 される現象が観察された。さらに、この九進 したDNA複製速度は、
caffeineの添加によりチェックポイン ト機構を阻害 した条件下で同様のDNA複 製の再開
を観察 した際に見られるDNA複製速度 と同等であった。
以上の結果 より、RecQL4はDNA複製チェックポイン ト機構の活性化に関与している
か、あるいは、DNA複製チェックポイン ト機構・が引き起こす未発火の複製開始点の抑制
や複製フォーク上のDNA複 製装置の維持に寄与している、という可能性が考えられた。
まず、RecQL4のDNA複製チェックポイント活性化への関与について検討するために、
活性化の指標 となるChk1のリン酸化を検出したが、RecQL4の有無による顕著な変化は
観察 されなかった。次に、複製開始点の新たな活性化を抑制 した条件下でDNA複 製を再
開させ、DNA複製活性を測定 した。 しかしながら、RecQL4の有無によるDNA複 製速度
の顕著な違いは観察されなかったため、アフィディコリン存在 下で活性化 している複製開
始点の数に著しい差はないと考えられた。
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最後に、停止 した複製フォーク上のDNA複 製装置の維持に関わる可能卜生を検討す るた
め、MCM複 合体によるDNA複 製フォークの巻き戻 しを抑制 した条件下でアフィディコ
リンによるDNA複製阻害を解除した。この処理によりDNA複製は著=しく抑制されたが、
この条件下でのDNA複 製活1生の有意な増強がR㏄QL4の免疫除去によって観察された。
この増強は、DNA複製フォークの進行に障害が生 じた際に、MCM複 合体が過剰にDNA
複製フォークを巻き戻したために引き起こされたと推測された。 したがって、DNA複製
フォークが何らかの障害に遭遇 した際に、RecQL4はMCM複合体の機能を調節 し、これ
により正常なDNA複 製の再開のためのDNA複 製装置の維持に寄与 していることが示唆
された。
2、DNA二本 鎖切 断 修復機 構 にお け るRecQL4の機 能
これ まで に、RecQファミ リー タンパ ク質のDNA二 本 鎖切 断(DSB)修復へ の 関与 を示
唆す る報告 が数多 く見 られ る。そ こで、卵抽 出液 中の精 子核 クロマチ ンに制限 酵 素EcoRI
によ ってDSBを 誘導 した 場合 に、RecQL4がクロマチ ンに結 合す るか につ いて の検 討 を
お こな った と ころ、DSBの 生成 に依 存 してR㏄QL4が クロマ チ ン画分 に蓄積 した。 この
RecQL4のク ロマ チ ン結 合 はgemininを添加 して も抑 制 されなか った ことか ら、DNA複 製
に依存 しな い ことが確 認 され た。 この条 件 下にお いてDNA修 復 の開始 に関与 す る リン酸
化 型 ピス トンH2AX(yH2AX)の形成 や 非相 同DNA末 端 結合修 復(NHEJ)に関与 す る
Ku70の顕著 な クロマ チ ンへ の移行が観察 され た。以 上 の結果 よ り、RecQL4がDNA二本
鎖 切 断 修 復 機 構 に 関 与 して い る可 能 性 が 考 え られ た た め 、EcoRIによ って 誘 起 さ れ る
RecQL4のク ロマチ ン結合 につ いて詳細 に検討 した 。
RP,へを卵 抽 出液 か ら除去 した と ころ、Mre11、Ku70のク ロマチ ン結 合 に は変化 は見 ら
れなか ったが 、R㏄QL4、Rad51のク ロマチ ン結合 は消失 した。 したが って 、DSBに 応 じ
たRecQL4のク ロマ チ ン結合 はRad51と同様 にRPAに 依存す る ことが示 唆 された。 さ ら
に、Rad51-DNA複合体 形成 を抑 制す るhBRCA2のBRC4domainタンパ ク質 を作 製 し、卵
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抽 出液 に添 加 した条件 下でRecQL4のクロマチ ン結合 を観 察 した。そ の結果 、Rad51のク
ロマチ ンへ の結 合 は消失 したが 、RecQL4のク ロマチ ン結 合 には変化 が観察 され なか った。.
これ よ り、RecQL4のクロマチ ン結合 はRad51の機i能に依 存 して いな い ことが示 唆 された。
次 に、ATRIATMの阻害剤 であるcaffeine、また は、ArMとDNA.Pkcsの阻害 剤で ある
wortmanninを卵抽 出液 に添 加 し、DsBに 応 じたRecQL4のクロマチ ン結合 につ いて検討
した 。そ の結果 、R㏄QL4の クロマチ ン結 合 は これ らの阻害剤 の処理 によ り減 少 した。 こ
れ よ り、DSBに よって誘発 されるR㏄QL4の クロマチ ン結 合 はArMの 活性 に依 存す る こ
とが示 唆 され た。さ らに、RecQL4のク ロマチ ン結合 へ の影響 がcaffeineよりもwortmannin
の方が 顕著 で ある ことか ら、R㏄QL4はDSB修 復過 程 にお いてDNA-Pkcsの下流で機i能
して いる可能 性 が示唆 され た。
最後 に、EcoRIの添加 に応 じて 引き起 こされ るRecQL4のク ロマ チ ン結合 の意 義 を検討
す るため に、DSBに応 じて クロマチ ン」二で生成す る リン酸化型 ピス トンH2AX(yH2AX)の
減少 を指標 と して、EcoRIによって 生成 したDSBの 修復 につ いて検 討 した 。そ の結果、
R㏄QL4免 疫 除去 卵抽 出液 をもち いた場 合 にyH2AXの減 少の顕著 な遅 れ が観 察 された。
した が って、R㏄QL4がDSBの 修復 を促 進す る機 能 を有 す る ことが示 唆 され た 。一方、
YH2AXの減 少 の 遅 れ はDSB修 復 の初 期 段 階 にお いて 顕 著 に観 察 され た の に対 して、
R㏄QL4の ク ロマ チ ンへ の移行 は よ り後期 の段 階 で顕 著 に観 察 され た 。 以 上 の結 果 は、
R㏄QL4がDSB修 復機構 、 とくにNHEJに お いて機i能す る ことを示 唆す る もので ある と
同時 に、RecQL4が複 数 の修 復経路 にまた が ってDSB修 復 に関与す る可能 性 を提示 して
いる と考え られ る。
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第2章 序論
第1節 はじめに
1953年にWatson、Crickによる二重らせん構造が提唱されてから50年、分了生物学の
進歩は目覚ましく、それまでに確立された様々な学問の進展に大きく貢献してきた。しか
し、このような状況でもDNA二 重 らせん構造の維持や安定化の実に巧妙なメカニズムに
関しては、まだ一握の現象を解明しているにすぎないのが現状であろう。
第2節 細胞周期
細胞は分裂によって増殖するが、細胞分裂そのものにかかる時間は哺乳類動物細胞で1
時間弱である。しかし、娘細胞に伝達する遺伝情報を正確に複製するために、細胞はその
何倍もの長い準備期間を費やしている。細胞が分裂する時期をM期(mitosis)と呼び、遺
伝情報を娘細胞に伝えるために複製によりDNAを倍加する時期をS期(DNAsynthesis)と
呼ぶ。大腸菌などの原核生物や真核生物の発生のごく初期には、この2つ の時期だけが繰
り返される細胞周期が観察される。ところが、真核生物の場合には、上記の初期発生段階
の細胞分裂が一定回数にわたって繰 り返された後、見かけ上の変化が乏しい時期がS期
とM期 の前に出現する。それらはGl(gapl)、G2(gap2)期と呼ばれ、それぞれS期 やM
期より長い時間を細胞周期の中で占めている。いったん増殖を始めると細胞はGl→S→
G2→M→Gl→ … という川頁序で規則正しく進行 していく(Fig,1)。
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Fig.1真核生物 における細胞周期
細胞周期はGl→S→M→GIと 順序 よく進行する。M期 は形態上の変化が大 きく、その時期は形
態上の変化がほとんど無いことから、Gl期からG2期までは問期(interphase)と呼ばれている。
細胞周期の過程でもっとも大切な仕事は、DNAを正確に複製して均等に娘細胞に分配
することである。これ らを誤 りなく遂行するため、2種 類の重要な調節機構が細胞内に存
在する。1つめはDNA複 製ライセンス機構と呼ばれる。DNAを複製する反応はゲノム上
の全ての領域について1回 の細胞周期で1回 だけ起きることが重要であり、2回以上複製
した領域または複製しない領域がある場合には、娘細胞に正確なコピーを分配できないだ
けでなく、染色体構造に異常をもたらす可能性もある。このようにDNA複 製が一回の細
胞周期で一度だけ正確に起 こるように制御するDNA複 製ライセ ンス因子が1988年に
BlowとLaskeyにより仮説として提唱された(BlowandLaskey1988)。現在では、Mcm
(mini-chromosomemaintenance)タンパク質複合体がDNA複 製ライセンス因子の実体であ
ることが明確に示されている。
二つめは、正確な複製と均等な分配を妨げる異常事態が起こったときに、異常を検出し
て修復機構 に知らせ、修復されている問は細胞周期を停止させて修復のための時間稼ぎを
するという優れた仕組みであり、チェックポイン ト機構 と呼ばれている。 チェックポイ
ント機構 はHartwel1とWeinertにより最初 提唱され、現在ではDNA複 製の進行、中心
体の倍加と移動、紡錘体の形成、染色体凝集と分配など、細胞周期の様々な段階で働いて
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いる ことが知 られて いる。
細胞 周期 の正確 な進行 や チェ ックポイ ン ト機構 による停 止はcyclinと呼 ばれ る タンパ ク
質 によ って厳 密 に制御 され て いる。cyclinは細胞 周期 に ともな ってその量 が周期 的 に変動
す る特 徴 か ら名付 け られ た。 この タ ンパ ク質 はcyclin依存性 タンパ ク質 リ ン酸 化 酵 素
(cyclin-dependentkinase:CDK)との結合 ドメイ ンで あるcyclinボックス を持つ 。 同様 の構
造 を持つ タ ンパ ク質 は現在 まで に14種 類が知 られ てお り、cyclinファミ リー を形成 して
いる。それぞ れのcychnは様 々なCDKを パ ー トナ ー と してcychn-CDK複合体 を形成 し、
CDKの 調節 サ ブユ ニ ッ トと してタ ンパ ク質 リン酸 化酵 素活性 の 充進 に携 わっ て いる。現
在 まで に細胞 周期 の 各段階 で機i能す る何種類 か のcyclin-CDK複合体が 明 らか にされ てお
り、Gl期 で はcyclinD-Cdk4/6(SherrandRoberts,1999)、S期の開始 ではcyclinE-Cdk2
(Winstoneta1・,1999)・S期ではcyclinA-Cuk2、M期ではcychnA-Cdc2およ びcyclinB-Cdc2
がそれぞ れの標 的タ ンパ ク質 を リン酸化 す る(Pines,1999)(Tablel)。cyclin-CDK複合体 を
細胞 周期 の 進行 に必 要 な ア クセ ル にた とえ るな ら、 ブ レー キ とな る タ ンパ ク 質 はCKI
(cyclin-dependentkmaseinhibitor)である(Nakayama,1998;SherrandRoberts,1995)。CK[は
cychn-CDKと結合 す る こ とでCDK活 性 を阻害 す る こ とが知 られて いる。細胞 周 期の進行
に際 して、 い くつ か のcyclin-CDK複合体 とそ の活性 を制御す るCKIが 協調 的 に制御 され
る ことによ り細胞 周期 の進行 が厳密 に制御 され、正確 なDNAの 倍加や分配 が確 実 に起 こ
るよ うにな って いる。
Cdk 結合するcyclin 機能
Cdk4お cyclinD G1期進行
Cdk2 cyclinE!AG1!S期遷移 ・S期進行
Cdc2 cyclinA/B M期 開始 ・進行
Table1主要なCdkと細胞周期 における機能
細胞周期の各時期でそれぞれ異なるcyclin-Cdk複合体が働 くことが知 られている。
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第3節 アフリカツメガエル卵抽出液を用いた無細胞実験系
アフリカツメガエル初期胚の細胞周期
アフリカツメガエルの卵が受精後におこなう初期の細胞周期はいくつかの点で体細胞
の細胞周期と異なることが知られている。アフリカツメガエルの卵は20℃ くらいであれ
ば、受精の約100分後に第一回目の分裂をおこなう。この後は、ほぼ35分ごとにll回の
分裂を繰り返す。このとき、分裂(M期)に 要する時間は3分 前後である。この初期胚の
細胞周期は体細胞の細胞周期が20-30時間かかることを考えると驚異的なスピー ドである。
このようにしてアフリカツメガエル卵発生初期の12回 の細胞周期は、ほぼ8時 間で終了
する。13回目の細胞周期では分裂速度が急激に低下 し、体細胞の細胞周期も始まる(Fig.2)。
こうして初期胚の細胞分裂周期は通常の体細胞の分裂周期へと移行する。この時期が中期
胚胞期と呼ばれる時期に当たるため、ここで起こるいくつかの変化を総称して中期胚胞の
切り替え(midblastulatransition,MBT)という。
受精MBT
初期胚 の細胞 周期(12細胞周 期 まで)体 細胞 の細胞 周期
Fi9.2アフリカツメガエル初期胚の細胞周期
アフリカツメガエルは受精の約100分後に第一回目の分裂をお こない、その後、ほぼ35分ごとにll
回の分裂を繰 り返す。アフリカツメガエルの12回 の細胞周期は、ほぼ8時 間で終了す る。そ して、i3
回 目以降、分裂速度が低下 し、Gl期 とG2期 が観察 される体細胞の細胞周期へ と移行す る。 この時期
をMBTと 呼ぶ、
アフリカツメガエル卵抽出液 を用いた無細胞実験系
1983年にMasuiらにより開発されたアフリカツメガエル卵抽出液を用いた無細胞実験
系は細胞周期を研究する上で非常に優れた実験系である。卵抽出液に核膜を除いた精子核
DNAを加えるとクロマチンの脱凝集、核膜の形成、DNA複製の開始および進行、染色体
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の凝集が起 こる(Fig.3)。この一連の変化はアフリカツメガエルの初期胚で観察される細
胞周期と類似 している。
芦咲鵬翻 繍 「腿
謝 雛 ♪Xen・ ρuseggXen。puseggext「aCt
、 綿 感濤
Fig.3アフ リカツメガエル卵抽出液無細胞実験系
アフリカツメガエルの卵を遠L破 砕 して得 られた抽出液に、核膜を除いたspermDNAを添加する
ことにより、試験管内で容易に細胞周期を再現す ることが可能である。
また、体細胞における細胞周期の進行には遺伝子の転写が必要であるが、卵には細胞周
期を進行させるために必要な多くのタンパク質やメッセンジャーRNAが蓄積されており、
転写はほとんどおこなわれていない。未受精卵は自発的にM期 のmetaphaseとanaphase
の間に停止しており、人工的に細胞周期を進行させることもできるため、細胞周期特異的
な(M期 と間期)抽出液の調製が可能である。また、量的にも確保しやすく、タンパク質
分解酵素がさほど活発ではないので生化学的な実験が容易である。これらの理由から、ア
フリカッメガエル卵抽出液を用いることで出芽酵母を中心とした遺伝学的な解析とは違う
視点を与える独自で有用な実験系を構築することが可能であり、細胞周期の研究の発展に
重要な役割を果たしている。
卵抽出液を用いた実験系では、特異的な抗体を用いた様々な生化学的解析が可能である。
卵抽出液を用いた生化学的解析で もっともよく用いられる手法は、 免疫除去(immuno-
depletion)である。免疫除去とは特異的な抗体を用いて卵抽出液か ら抗原タンパク質を枯
渇(depletion)させることによりそのタンパク質の機能を探る手法であり、細胞 レベルの
遺伝子破壊に類似 しているが、遺伝子破壊により細胞致死になるようなタンパク質でも容
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易 に解 析 す る ことがで きる。 また 、様 々な タ ンパ ク質 の核 内へ の局 在 の変 化 は間接蛍光抗
体 法 を もち いて検 出す るこ とが可能 で あ り、さ らに、ク ロマチ ン画 分 の単離 が容易 なため、.
ウェス タ ンブ ロッ ト法 によ りタ ンパ ク質 の ク ロマチ ン結合 を詳 細 に解 析 す る こともで きる。
前述 の通 り卵抽 出液 は 自発 的 に 同調 して いるため、以 上の手法 を用 いて 目的 タ ンパ ク質 の
機 能 に関す る時 間的空間的 な生化 学 的解 析が可能 であ る。
実 際 に細 胞周 期 に関す る多 くの研 究 にア フ リカ ツメガエ ルの卵抽 出液 が用 い られ 、多大
な成果 を上 げて いる。細胞周期 にお いて 中心 的な役割 を果 たすcyclin-CDKはア フ リカッ
メガ エル の受精卵 の成熟 過程 に必須 なMPF(maturationpromotingfactor)として最初 に発見
され て いる(MasuiandMarkertl971)。また 、DNA複 製 ライセ ンス化 因子 につ いて もア フ
リカツ メガ エル卵抽 出液 を もち いた実 験 によ り、Mcmタ ンパ ク質 複合 体 とい う実体 が明
らか にな った(Kubotaetal.,1997)。近 年で は、染色体 の凝集 に関与す る ことが知 られてい
るcondensinがア フ リカツ メガ エル 卵抽 出液 よ り単離 され 、そ の生 化学 的な 機i能が短期 間
で明 らか にされて いる(Kimuraetal,,1998;KimuraandHirano,1997;Kimuraetal、,1999)。こ
の よ うにア フ リカツ メガエル卵 抽 出液 を用 いた実験が細胞 周期 の研 究 の進展 に寄与 した功
績 は非常 に大 きい。
第4節RecQヘ リカーゼ フ ァミ リー
DNAヘ リカーゼは、DNAの複製、修復、組み換え、転写の際にATPの加水分解で生
じるエネルギーを利用して、一'一一・本鎖DNA上 を一方の方向に移動することにより、そのDNA
に結合した相補的DNA(あるいはRNA)をほどく酵素の総称である。
細胞内では、複製、転写、組み換え、修復、翻訳などに際して二重らせんをほどく必要
は間断なく発生するが、これらの需要に少数の汎用性ヘリカーゼで対応することは不可能
であり、実際には進化の過程でこの複雑な素過程を効果よく進行させるためのスペシャリ
ス トのDNAヘ リカーゼが個々の任務を担当することになったようである。事実、各種生
1〔〕
物 の ゲ ノム プロジェ ク トの成果 か ら、原核 生物、真核 生物 を問 わず 、ゲ ノムの全遺伝子 の
約1%がDNAヘ リカーゼ を コー ドす る ことが予想 されて い る。
DNAヘ リカーゼ 内の ア ミノ酸 配 列 の特徴 と して は 、Arp結 合 の基 本 モチー フで ある
Walkerモチー フのAモ チー フGly-Lys-(Ser/Thr)とBモチー フAsp--Glu-X-Xを基本 に、そ
の他数 種 のモ チー フが 知 られ、 そ れ らのモチ ー フ間 の類似 性 か ら、DNAヘ リカーゼ は い
くつか の亜群 に分類 され る。 タ ンパ ク質 の会合 状態 と して はPcrAヘ リカーゼ な どの単 量
体 、Repヘ リカーゼ な どの二 量体 、そ して 、MCMヘ リカーゼ やBLMヘ リカーゼな どの
六量体 を中心 としたオ リゴマー な どが ある。
近年 、 このDNAヘ リカーゼ を コー ドして い る遺伝子 の変異 によ って 引き起 こされ る多
くの遺伝 病が 明 らか にされ て きて いる。なかで も大 腸菌 のR㏄Qヘ リカーゼ と高 い相 同性
を有す るBLM、wRN、RecQL4ヘリカーゼ は、それぞ れBloom症候群 、wemer症候群 、
Rothmund-Thomson症候群 の原 因遺 伝子 産物 であ る事 が明 らか にな って いる。 これ らの遺
伝性 疾 患で は、高発が ん性や 若年 性老化 症状 を示 し、 これ らの患 者細胞 で はそ れぞれ の疾
患 に特有 の染色体構 造 の異常が見 つ か って いる。 この ことか らRecQヘ リカーゼ はrゲ ノ
ムの安 定維持 機構 』 に関わ り、そ の欠損 によ りゲ ノム の不 安定化 、 ひ いて は、が ん化や 老
化 が促進 され る と考 え られて いる。
RecQL1(DNA-dependentArPaseQlIDNAhelicaseQl)
RecQLlは、色 素性 乾皮症xP-c群 の細胞 にお いてFPLCMonoQカラムで の溶 出塩濃
度 が正 常細胞 のそれ と異な る3'-5'DNAヘリカーゼ(DNAhelicaseQl)として精 製 された
(Yanagisawaetal.,1992)。そ の ア ミ ノ酸 部分配列 を基 に ヒ トDNAhelicaseQlのcDNAが単
離 されたが 、 これ によ り予想 され たDNAhelicaseQlの構造 は大 腸菌recg遺伝子 産物 と
高 い相 同性 を示す ものであ った。 こ こで単離 されたR㏄QLlcDNAは 真 核細胞 で初め て確
認 されたR㏄Qフ ァミ リー タ ンパ ク質 遺伝子 とな った(Sekietal.,1994;Puranametal.,1994)。
RecQLIのmRNAは 、 ほ とん どすべ て の ヒ ト臓器 で 高 い発現 が認 め られて いる。一方 、
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マ ウスで は ヒ トと異 な り胸腺 と精 巣で顕著 な発現 が見 られ るが、他 の臓 器で の発現 は低 い
(wangetal.,1998)。現 在 まで に、 当研 究室 にお いてRecQL1のNLs配列 、そ の核移 行 に関
わ るQiplタンパ ク質 との相 互作用 、 またマ ウ スにお けるsplicingvariantの存在 を報告 し
て きた(Sekietal.,1997;Wangetal,,1998)。
これ までRecQLlとヒ ト遺伝病 との関連 は報 告 され て いない。 当研 究室 にお いて 、ニ
ワ トリDT40細胞BLM-/7RECgLl-"二重変 異株 の解 析 によ り、R㏄QLlにBLMの 機能 を補
う役割 が見 いだ されて いるが、詳細な機 能 につ いて は不明 な点が多 い(Wangetal.,2003)。
BLM(RecQL2)
Bloom症候群(BS)は 、 発育不 全 、免疫不 全 、不 妊 、種 々 の悪性 腫瘍 の若 年 での発 生
な どの症状 を呈す る常 染色体 劣性 の遺 伝病で 、患者 由来 の細胞 で はsisterchromatidexchange
(SCE)が高頻 度 に観察 され 、正 常の個体 では生殖細 胞 で しか起 こらな いはず の相 同染色体
間 の組換 えが体細 胞 レベ ルで確 認 されて いる(German,1993)。また、DNA傷 害 を誘 起す
るアルキル化剤 に対す る感 受性やDNA複 製時 にお けるDNA鎖 の伸 長速度 の遅延 が観察
され てい る(HandandGerman,1975)。このBSの 原 因遺伝子BLMは1995年 に クローニ ン
グされ、RecQファ ミリー タ ンパ ク質 を コー ドして いる ことが示 された(Ellisetal.,1995)。
BS原 因遺 伝子 産物(BLM)と 相 互作用す る タ ンパ ク質 としては1型 トポイ ソメ ラーゼ
のTop3α(Wuetal,,2000)やp53(Wang.etal.,2001)、MLHlなどが報告 されて い る。MLHl
はmismatchrepairやhomologousrecombinationrepair(HRR)に必要 なタ ンパ ク質で あ るが、
BLMはMLHIと 相互 作用 してHRRに 働 くもの と考 え られ て いる(Langland,G,et,al,,2001;
Pedrazzi,G.et,al.,2001)。真核 生物 にお けるDNA組 換 え酵 素、Rad51はDNA傷害 に応 じ
てRPAな どと ともにf㏄usを形成す る ことが観察 され て いるが(Kharbandaetal,,1998)、
BLM、WRNも 同様 の 局在 を示す ことが 報告 されてお り(Bischofetal.,2001;SakamotoetaL,
2001)、ここか らもHRRへ のBLMの 関 与が示 唆 され る。
また、BLMが ホ リデ イ ジャ ンクシ ョンに結合 しArP依 存的 にbranchmigrationを促 進
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す る こ とが 明 らか とな り、複 製 フ ォー ク の 安 定 化 に 関 わ っ て い る こ とが 示 唆 され た
(KarowetaL,2000)。これ よ り、BLMを 始 め とす るRecQタンパ ク質 ファミ リー は このよ
うなDNA複 製停 止か らの 回復 にお いて機能 して い る と考 え られ て いる。
さ らに、家族1生乳癌 の原 因遺伝子 で癌抑 制遺 伝子 のBRCAIを 中心 とす るタ ンパ ク質
複合体BASC(BRCA1-AssociatedGenomeSurveillanceComplex)がゲ ノム安定性 維持 に重要
な役割 を果 たす と考 え られて いるが、多 くのDNA複 製 、修 復、チ ェ ックポ イ ン トに関わ
るタ ンパ ク質 群(MSH2,MSH6,MLHI,ArM,Rad50-Mrel1-Nbslcomplex,RF-Cp40,p37)と
共 にBLMも その構 成 因了 のひ とつ で ある ことが報 告 されて いる(Wangetal.,2000)。最近、
BLMとTop3αが 協調 してDNA複 製 の終 了時 に形 成 され るカテナ ンの解 消 に関与 して い
る ことが示唆 され た(SekietaL,2006)。
WRN(RecQL3)
Wemer症 候 群(WS)は 、 代 表 的 な 遺 伝 的 早 期 老 化 症 候 群(早 老 症)の ひ とつ で あ り、
若 年 期 か ら壮 年 期 に か けて 種 々 の老 化 関 連 症 状 を 発 症 す る常 染 色 体 劣 性 遺 伝 病 で あ る 。 主
な 臨 床 症 状 は 、 早 期 白髪 、 白 内 障 、発 育 不 全 、 皮 膚 硬 化 、糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 、 肉 腫 系 が ん
な どが あ げ られ る 。 細 胞 生 物 学 的 特 徴 と して は 分 裂 寿 命 の短 縮 テ ロ メ ア長 の 異 常 、 ゲ ノ
ム 不 安 定 性 な どが 挙 げ られ る。 種 々 のDNA傷 害 を 誘 起 す る 処 理 に対 して は 、UVや 放 射
線 に は 感 受 性 を示 さ な いが 、 カ ンプ トテ シ ンや4NQOな どへ の 感 受 性 が 高 い こ とが 報 告
され て い る(Martinetal.,1977;Schulzetal.,1996;Fujiwara.,1977)。これ ま で に 、WS原 因遺
伝 子 産 物WRNに はDNA依 存 性ArPase活性 、3'-5'DNAヘリカー ゼ 活 性 に加 え て 、3'-5'エ
キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 存 在 す る こ とが 報 告 され て い る(Grayetal.,1997;Huangetal.,
1998)。ま た 、WRNはPCNA、RPA、Ku複 合 体 、DNA-PKcs、DNAtopoisomeraseI、p53、
DNApolymeraseδ、FEN-1などの タ ンパ ク質 と相 互 作 用 して い る こ と が 明 らか とな って い
る(Shenetal.,2001;BroshJr,etal.,2002;Ya㎜oneetal.,2001;Karmakaretal.,2002;BroshJr,et
al.,2001)。
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RecQL4
Rot㎞und-Thomson症候群(RTS)は、1869年、 ドイ ツの眼科医AugustRothmundにょ
って まれな皮 膚変性 を伴 った 白内障 として報 告 され た常 染色体 劣 性遺伝病 で あ り、現在 ま
で に200以 上 の症例 が報 告 され て いる。RTSはWSに 類 似 した 白内障、 発育 不全 な ど早
期老 化症状 を示 すが 、WSが10～20代で発症 す るの に対 し、RTSは生後1年 以 内 に発症す
る場 合が ほ とん どであ る(Lindoretal.,2000)。また、BSで 見 られ る 日光過 敏症 、 高発 がん
性 な どの臨床症 状 も示 す。RTS患者 由来 の線 維芽 細胞 にお ける紫外線 照射 後 のDNA修 復
能 は正常 な ケー スが多 いが 、異常 を認 め る報 告 もある。 またY線 照射後 のDNA修 復能 に
関 して も同様 で 、正常 と異常の両方 の結 果 が報告 され て いる。線維 芽細胞 や 末梢 血 リンパ
球 の核 型 はほ とん どの場合正 常で あ るが 、2、8番 染色 体 の トリソミー を含 む核型 の異常
も報告 され て いる。 一方 、細胞 レベ ルで はREC(2五4の変 異 を もつ患 者 由来 の線維 芽細 胞
や 末梢血 リンパ球 にお いて、 トリソ ミーや 同腕 染色体(is㏄hromosome)がみ とめ られ、染
色体 不安 定化 が報告 されて いる(Sh㎞amoto,2002)。
RECQMは1998年に ヒ トexpressedsequencetag(EsT)デー タベー ス上で 見 いだ された
部 分配列 を も とにク ローニ ング され た もので 、8番 染色体 長腕8q24.3に位 置 し、全長1208
ア ミ ノ酸 か らな るタ ンパ ク質 を コー ドして い る。 その遺伝子 産物 は、大腸 菌RecQと の相
同性か ら4番 目に発 見 された ヒ トにお け るR㏄Q相 同タ ンパ ク質 とな っ た(Kitaoetal.,
1998)。RecQL4はBLMやwRNと同様 にヘ リカ ーゼモチ ー フの域外 に長 いN末 端 とC末
端 配列 を持つ タイ プのRecQ相 同タ ンパ ク質 を コー ドして いた ことか ら、染 色体 不安定性
を特徴 とす る既存 の遺伝病 との関係 が調べ られ 、RTS患者 の約 半数 でR㏄QL4に 変異 があ
る こ とが確認 され た(Kitaoetal.,1ggg)。
また 、RecQL4のmRNAは胸腺 と精 巣 で発 現 が著 しく高 い ことが報告 され て いる(Kitao
eta1.,1998)。RecQL4は核 タ ンパ ク質 で あ り、核 質及 び核小体 に局在す る こと も見 出され
て いる。 さ らに、抗 がん剤 の一つ でDNA傷 害 を引 き起 こす ア ドリアマ イ シ ンで細胞 を処
理 した場合 に核 内で ドッ ト状に 局在 す る こ とが観察 されて お り、何 らかのDNA傷 害 を認
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識して、その修復に機能していることが示唆された。一方、カンプトテシン、エ トポシド、
ブレオマイシンなどで細胞を処理したときにはR㏄QL4の局在に変化が見られなかった。
そのため、RecQL4はDNA傷害に対して何 らかの特異性を持ち、染色体安定化において
WRNとは異なった役割を果たすことが示唆されている。
Table2に3つの症候群の臨床症状をまとめた。
臨床症状 BS WS RTS
低身長 十 十 十
白内障 十 十 十
白髪 、脱毛 症 ■ 十 十
日光過敏症 十 , 十
毛細血管拡張症 十 ■ 十
色素沈着 十 十 十
糖尿病 8% 44% ■
免疫低下 十 ■ ?
性機能不全 十 十 十
知能障宣 幽 暉 ■
高頻度の異所性がん 十 十 十
各種薬剤の細胞毒性 十 十 十
患者細胞の染色体異常 十 十 十
高頻度の姉妹染色体交換 十 ■ 一
染色体欠失、転座 ■ 十 ■
転座染色体モザイク現象 ■ ■ 十
Table2RecQファミリー遺伝子疾患における臨床症状
RecQLs
REcGL5はRECQL4と同時 に報告 され た遺伝 子で あ り、そ の遺伝 子座 は17q25.2-3で
ある。RECQL5遺伝子 産物R㏄QL5はRecQLlに 似 てヘ リカーゼ 領域外 のN末 側が短 い
タイ プのRecQヘリカーゼで あ るが 、 ノーザ ンプロ ッ ト解析 によ りBLM、wRN、RecQL4
と同様 に膵 臓 、精 巣で発現 が高 い ことが明 らか にな って い る(Kitaoetal.,1998)。RecQL5
はaltemativesplicingによ り、410アミノ酸 か らな るRecQL5α、 長 いC末 を待 ち991アミ
ノ酸 か らな るR㏄QL5β、435アミノ酸 か らな るRecQLsYの少 な くと も3種 の アイソマー
が存在 して いる。GFP融合 タ ンパ ク質 を用 いて細胞 内 の局在が 調べ られて お り、RecQL5α
は核 内 に存 在 しな いが 、RecQL5βは核 内 に存 在 して い る ことが 示 され た(SekelskyetaL,
1999)。また 、RecQLsorがDNAトポイ ソ メラーゼIrlαとβの両方 と相 互作用す る ことが認
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め られ て お り、細胞 内で両 者が 共 局在 して いる ことも報告 され て いる(Sh㎞amotoetaL,
2000)。最 近 、当研 究室 で解析 され たニ ワ トリDT40細 胞B崩 ツ1～ECg五5'f一二 重変異株 の
解 析 よ り、RecQLlと同様 にRecQL5にもBLMの 機i能を補 う役割 が見 出 されて いる(wang
etal.,2003)。
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RecQLI
BLM⊂コ 肛][]■ ■旺=]⊃
WRN
RecQL4(===-■=]D
R㏄。L5B(■ ■【==二 ⊃
Xtaevis
・BLM⊂====コ ■■團==⊃
FFA-1([[==]■■園===⊃
D.melanogaste「
DmBLM(一[=⊃
S.ce」revisl頃e
Sg・1⊂==コ匿[=■■園==⊃
S.ρombe
Rqh1(]=コ[■ ■ 醗[==⊃
ε.σσ"
R・。。 〈■ ■ 罐 「⊃
ア ミ ノ 酸 相 互 作 用 タ ン パ ク 質
649()iP1、Rdh-1
1417RPへTcplllaRεd51,p53、Mth1、BASC
1432RPA・PCNへP{SCS・Peid・Ku70・Ku86・Ub・9・W
RNIP-1,Ferト1、Tqpl
1208
991Tcpllh、TqpllB
1367
1436
1487
1328
1447
610
■ ヘ リカーゼ領域
国RecQ相同領域
團 酸性領域
■ 核局在シグナル
ロ エキソヌクレアーゼ
領域
Fig.4RecQファ ミ リーDNAヘ リカー ゼ
ヒ ト、ア フ リカツ メガエル 、 シ ョウジ ョウバエ、 出芽酵母 、分裂 酵一母、大 腸菌 にお け るR㏄Qフ ァ ミ リ
・一一DNAヘ リカーゼ を模 式的 に示 した。 また、最 も良く解析 の進ん でい る ヒ トRecQフ ァミ リーDNAヘ リ
カー ゼにつ いては相互作 用 してい る タンパ ク質 を示 した。
第5節DNA複 製
真核 生物 で は細胞 分裂 が繰 り返 され細 胞が増殖 してい く。 この際 、娘細胞 に正確 な遺伝
情報 を伝 え るた め、S期 にお いてDNAの 半保 存的な合 成 が行 われ る。
DNA複 製 の進行 にお いて 、 まず 、Polct-primasecomplexがRNAプライマー を含む100一
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200ヌク レオチ ドの短 鎖DNAを 合 成す る。 次 に短鎖DNAの3'末 端部位 にPolδがRFCと
PCNAの 介在 に よ り結 合 し、 ラギ ング鎖 の合 成 を行 う。 また 、PolδはPolεと協調 して リ
ーデ ィング鎖 の合成 を行 うとも考 え られ てい る(Fu㎞ietal.,2004)。DNAの伸長合 成 が
隣接 す るRNAプ ライマ ー に達 した後 、そのRNAプ ライマー はRNaseHおよびFEN-1に
よって取 り除かれ 、そ の間隙 をpolδが埋 め る。 さらに 、DNAligaseIが隣接す るDNAと
の間 を連結 してDNA複 製 は終 了す る(WagaandStiliman,1998)(Fig5)。
51
3曹DNA塵igagel
RNaseH
51-3'exonuclease(FENI}
O網Apolymeraseα
DNAP「imase
5,
DNAμ肱 ε 「 一 一一一一 一3'
DNAhelicase
RFC ＼
驚,
Fig.5DNA複製 フォー クモデ ル
第6節DNA複 製開始 とライセンス化
DNA複 製機 構 は、 出芽酵母 、simianvirus(SV)40を用 いた無細胞DNA複 製 系 、ア フ リ
カ ツメガエ ル卵抽 出液 を用い た実験 系に よ りそ の基本骨 格 が明 らかにな った。そ のなか で、
DNA複 製 の 開始 は出芽 酵母 の 自律複製 配列 に特異 的 に結 合す るタ ンパ ク質複合 体 の発 見
に よ り大 き く発展 した。 この複 合体 は6つ のサ ブユニ ッ ト(Orcl～Orc6)から構 成 され て
お り、ORC(originrecognitioncomplex)と命 名 され た。 この タンパ ク質複合 体 の機 能 の解
析 はア フ リカツ メガエ ル卵抽 出液 を用い てお こな われ 、ORCを 免疫 除 去 した 抽 出液 中で
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は、Cdc6とMcmタ ンパ ク質の ク ロマ チ ンへ の結合 が阻害 された。一方 、Cdc6を免疫 除
去 す る と、ORCの 結合 は阻害 され ない が、MCM複 合 体 の結 合 は阻害 され た。 した がっ
て、Cdc6のクロマチ ンへ の結合 にはORCが 必要 で あ り、MCM複 合 体の結合 にはORC
とCdc6の両 方が 必要 で ある ことが明 らか となった(Colemaneta1.,1996)。
MCM複 合 体 は ライ セ ンス因子 の1つ と考 え られ て いる。Mcmタ ンパ ク質 は真核 生物
に広 く存在 し、Mcm2～7の6種 の タンパ ク質 か らな る一群 のフ ァ ミ リー で あ る ことが明
らか となって い る(Thommesetal,,1997)。
また 、 も う1つ の ライセ ンス因子 であ るRLFBに つ いて は完 全精製 がお こなわれ 、分
裂酵母Cdtlの 相 同 タ ンパ ク質 で あ り、DNA複 製 の開始 に 関 与してい る こ とが示 され た
(Tadaetal.,1999;Tadaetal.,2001)。DNA複製 の開始 にお けるCdt1の役害1」は 、Cdc6と共 に
MCM複 合 体 を ク ロマ チンへ結合 させ るこ とで あ る(Maioranoetal.,2000;Nishitanietal.,
2000)。DNA複製 の 内 因性 阻害 タ ンパ ク質 で あ るgemininはAPC(anaphasepromoting
complex)を経 由 したユ ビキチ ン化 経路 に よ りM期 後 期 に分解 され る25kDaのタ ンパ ク質
で あ り(McGarryand殴rschner,1998)、Cdt1と結合 しそ の活性 を阻害す る ことが示 され て
い る(Fig.6)。このgemininの細胞 周期 にお け る挙動 は、DNA複 製 ライセ ン ス化 反応 と
密接 な関係 が ある と考 え られ てい る。APCに よ りgernininが分解 され る と、gernininと結
合 していたCdtlが活性化 し、MCM複 合 体 を クロマ チ ン上へ結 合 させ る。DNA複 製 開始
以後 はgemininタンパ ク質 の合成 が盛 んに な りCdtlの活性 が阻害 され るこ とでMCM複
合体 の クロマ チ ンへ の結 合 が抑制 され る もの と考 え られ る(Wohlschlegeletal.,2000)。
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Fig.6DNA複製 ライセ ン ス化機構
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第7節DNA傷 害
細胞 が遺伝1青報 を担 うゲ ノムDNAを 安定 に維持 し、分裂す る際 にそ の情報 を正確 に娘
細胞 に伝 え る ことは、 生物種 が存 続 して い く上 で必須 で ある。 しか し、電離放 射線 紫外
線(UV)、化学 物質 な どの外来性DNA変 異原(外 的要 因)だ けで な く、細 胞 内代 謝で生 じ
る活性 酸 素 あ るいは生理 的に起 こる脱塩 基や 脱 アミ ノ化 等(内 的 要 因)に よ って も、大量
のDNA損 傷 が絶 えず発 生 して いる。DNA損 傷 の多様 さに対 応 して 、生物 は ゲ ノム を安
定 に保 持す るた め に、様 々な修復 機構 を進 化の過程 で獲得 して きた。そ の欠損 は、高発が
ん性 、早期 老 化な どの重篤 な病態 を呈 す る ことか ら、DNA損 傷 と修 復 は、通 常 の状態 で
も頻繁 に起 こって いる と考え られ る。
UVは 、(6-4)光産物((6-4)photoproducts;6-4PPs)及び シク ロブ タ ン ピリミジ ンニ量体
(cyclobutanepyrimidinedirners;CPDs)によって、 また アルキル化 剤 は、 プ リン体 のN一アル
キル化 または脱 プ リン(apurin;AP)部位 の形 成によ って 、それぞ れ二重 鎖DNAの どち ら
か一方 に化学的修飾 ・切断 を誘 発 し、DNA複 製の進行 を妨 げて い る。
抗 が ん剤 として知 られ る薬剤 の中 に は、DNAに 傷 害 を与 え る こ とでが ん細胞 の増殖 を
抑制 す る薬 剤が存 在す る。 カ ンプ トテ シンはDNAtopoisomeraseI(TopI)の阻害 剤で ある
が 、培養細 胞 を用 いた解析 か らS期 の細胞 でDNA二 本鎖 切断 を生 じDNA修 復 を誘導す
る こ とが 明 らか にな ってい る。TopIはDNAの 片側の鎖 を切断 し、 もう一方 のDNA鎖 を
くぐ らせ てか ら切断 したDNA鎖 を再結 合す る ことによ り二 本鎖DNAの 捻 れ を解 消す る。
カ ンプ トテ シ ンはTopIと片側鎖 の切 断 されたDNAと の複 合体(TopIcleavagecomplex)に
結合 し一本鎖DNAの 再結 合 を阻害す る。 この状態 のDNA部 位 にreplicationforkが到達
す る ことに よ り二本 鎖切 断が 生 じる と考 え られて い る(Avemannetal.,1988;TsaoetaL,
1993)(Fig.7)。
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CPrに よるDSBsの 形成。TopIcleavagecomplexにCPrが結合 し一 本鎖DNAの 再結合 を阻害 す る、
このTopIclevagecomplexにreplicationforkが衝突す ることによ り二本鎖切 断が生 じることが知 られてい
る。
第8節DNA修 復機構
UV及 びアル キル化剤 によ るDNA損 傷 の ほ とん どは二 重鎖DNAの うち一方 の鎖 に限
局す る化 学的修飾 ・切断 でそ の多 くが複製前 に速やか に塩基 除去修 復(baseexcisionrepair;
BER)、ヌク レオチ ド除去 修 復(nucleotideexcisionrepair;NER)、ミスマ ッチ修 復(mismatch
repair;MMR)などの除去囎 鰍 よ り修復 され る。 また、DNA複 製 中にお いて も損 傷
乗 り越 え合成(translesionsynthesis;TLS)が行わ れ、DNA複 製 の停 止 を阻止 して いる。
DNA二 本鎖切 断は 、DNA複 製 の過 程や電離放 射線 の被爆 な どによって しば しば引 き起
こされ 、修 復 され な い まま残 る と、 チェ ックポイ ン ト機構 を活 性化 した り細胞 死 を誘導 す
る。つ ま りDNA二 本鎖 切 断は細胞 にとって致 命的 とな るた め、発 生 した場合 にはそ の修
復が細 胞 に とって急務 で あ る。DNA二 本鎖 切断 の修 復機 構 には少な くと も相 同組 換 え機
構 を介 した修 復(homologousrecombinationrepair;HRR)と非 相 同DNA末 端 結 合(non-
homologousend-joining;NHEJ)の2つの機構が 存在す る。HRRは 誤 りの少 ない修復機 構 と
考 え られ るのに対 し、NHEJは誤 りが ちな修復機i構で あ る。NHEJで は、Ku70/86複合体
やDNA-Pkcsを必 要 とし、その両 切断末端 を削 り込 んだ後 の僅 かな相 同性 を もとに末端 ど
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う しを結合 させ る。HRRで は細胞 内 に傷 害 を受 けた領域 と相 同な二本 鎖DNAと 酵 母 の
RAD52経路 にお いて機 能す る もの に相 当す る一 群 の タ ンパ ク質 が必要 で あ る(Shinohara
etaL,1992)。これ らの2つ のDNA二 本鎖切 断修復機 構 は酵母か らヒ トまで よ く保存 され
て いる(BoultonandJackson,1996a,b;SiedeetaL,1996;BezzubovaetaL.1997;Essersetal.,
1997)。と ころが、酵 母にお いて はHRRが 優位 に働 くのに対 し、高等真 核細胞 にお いて は
NHEJが優位 に働 いて いる。 これ は、高等 真核生物 と酵 母 のゲ ノム構成 の違 いを反映 して
いる とも考 え られて い る。 つ ま り反復配列 が多 く、 ゲ ノムの大半 が重要 な遺 伝1青報 を担 っ
ていな い高等 真核 生物 では 、機 能的 に重 要なエ キ ソンな ど に傷害 を受 ける可能性 が低 い上 、
反復 配列 間の相 同組換 えが 染色体 で容易 に起 こりやす く、ゲ ノム構造 の大 きな 乱れ につな
が りやす い。そ れ故 、二本 鎖切 断 を末端 どう しの結 合で修 復 させ る反応が主 た る機構 と し
て、進化 して きた のか もしれな い。 これ らの修復 系 の利用 の仕方 を細 胞周 期 の視 点か らみ
てみ ると、NHEJはGOIG1期に、HRRはlateS期とG2期 で主 に利用 されて い る。また 、
NHEJとHRRは そ れぞれ 独立 した経路 で ある にも関わ らず、 出芽酵 母のMrell、Rad50、
Xrs2は両経路 へ 関与す る ことが知 られ て いる(Haberetal.,1998)。
NHEJの最初 のス テ ップはKu70とKu80(XRCC5)複合体 がDNA末 端 に結合 しエ キ ソ
ヌク レアー ゼか らDNAを 守 る ことか ら始 ま り、次 いでKu複 合体 にDNA-Pkcs(XRCC7)が
結 合す る。DNA-Pkcsは、Xrcc4-ligaseIV複合体 をDNA末 端 に誘 導す る 。 この と き、
Mrell-Rad50-Nbsl複合体が3'flapsを、そ してFen1が5'flapsを除去 し、Xrcc4-ligaselV複
合体 の誘導 を助 けて いる と考え られ て いる(Leeetal.,2003;Masereta1.,1997;Nelmsetal.,
1998;PaullandGellert,1999;Trujilloetal.,1998;Wuetal.,1996b)。ArtemisはDNA-PKと複合
体 を形成 し、DNA-Pkcsによ って リン酸化 を受 けて 、 エキ ソヌ ク レアーゼ活 性 を発現 し、
そ の活性 で ヘア ピンルー プ構造 を開 く ことと、NHEJに過程で 生 じる5'また は3'突出末端
を削 り込 む ことをお こな って いる と考 え られて いる(Moshousetal.,2001;Ma,2002)。この
'
他 にWRNがKuよ って活1生化 され、DNA-Pkcsによって抑制 され るな どの制御 を受 け る
ことか ら、WRNの3'-5'エキ ソ ヌク レアーゼ活性 もNHEJで 働 いて いる可能 性 も考 え られ
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て い る(Cooperetal,,2000;Yannoneetal.,2001;LiandComai,2001,2002)。Xrcc4-ligaseIV複
合 体 がDNAポ リ メ ラー ゼ(μ の可 能 性 が 高 い)と と も に ギ ャ ッ プ を埋 め る こ と でNHEJ(p
過 程 が 終 了 す る(Leeetal.,2003)(Fig.8)。
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Fig.8非相同末端DNA結 合(NHEJ)のモデル
HRRに よ るDNA二 本鎖 切断修 復 の最 初の ステ ップはMrell-Rad50-Nbs1の5'側断端 の
ヌク レアーゼ複 合体 によるプ ロセ シ ングか らの3'側突 出の一本鎖DNAの 形成 か ら始 ま り、
そ こに一本鎖DNA結 合 タ ンパ ク質 で あるreplicationproteinA(RPA)が結 合 し、DNAを 直
線化 させる。 さ らにそ こにRad52が結合 し、Rad51をリクルー トす る。 このRad51のリ
クルー トには、BRCA2のBRCrepeat領域 との相 互作用が必 要で ある こ とが最 近 にな り明
らか にな った(Yangetal.,2002a)。この後Rad51は一本 鎖DNAの まわ りにヌ ク レオプ ロ
テ イ ン フ ィ ラ メ ン ト を 形 成 す る が 、 こ れ はRad51パ ラ ロ グ
(Rad51B/Rad51C∠Rad51DIXRCC2/XRCC3)によ って促 進 され る。Rad51ヌク レオ プ ロテイ
ンフ ィラメ ン ト形 成後 、相 同DNAの 検索 と鎖 交換 反応 を経 て、相 同鎖 を鋳 型 と したDNA
合成 が始 ま る。 この過程 にはRad54の二 本鎖DNA依 存的ArPase活性 の働 きが必要 とな
る。DNA合 成後 、DNAligation、branchmigratjonそしてホ リデ イジ ャ ンクシ ョン構造 の解
消 が起 こり、HRRが 終 了す る。 ホ リデ イ ジャ ンクシ ョン構造 の解 消 にはBLM、WRNが
関 与 して いる と言われ て いる(Mohagheghetal.,2001;Constantinouetal.,2000;Saintignyetal.,
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2002)が、未 知 の部分 が多 いのが 現状 で ある(Fig.9)。
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Fig.9相同組み換 え修復(HR)のモデル
第9節 チェ ックポイ ン ト機構
チェックポイント機構とは、DNAに 何 らかの傷害が起こった場合その傷害が修復され
るまで細胞周期を停止させておく機構のことで、チェックポイント機構が正確に機能する
ためには様々なタンパク質の機能が必要となる。まず、感受因子(セ ンサーまたはメディ
エーター)に より異常をモニター して検出し情報を発信する。続いて、変換因子(ト ラン
スデューサー)により情報が変換される。この情報を適合因子(アダプター)が受け取 り、
様々な作動因子(エ フェクター)に 伝えられる。最後に細胞周期進行の中心に位置する
CDKなどの標的因子(ターゲッ ト)活性が制御され細胞周期が停止する。これらの過程
'
には様々な因子による複雑な制御機構が必要とされるが、なかでもタンパク質 リン酸化酵
素によるリン酸化のカスケー ド反応が最も重要であると考えられている(Fig.10)。
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Fig.10チェックポイン ト機構の制御の素過程
チ ェックポイ ン ト機構の制御 を直接担 う因子は、それぞれの機能 によって分類 されている。開始信号は
これ らの因子の連携によってエフェクター に伝達 され る。エフェクターは最終標的 タンパ ク質(ター ゲッ
ト)に作用 して細胞周期を特定の時期で停止 させ、修復のための時間を稼 ぐ,
これ らの因子 は出芽酵 母か らヒ トまで広 く高度 に保存 されてお り、
構 が いか に重要 で あるか が うかが える(Table3)(Fig.ll)。
チェックポイント機
S,cθrθv'slaθ S、ραηわθ Xθη0ρロS Mammals
Rad24 Rad17 Rad17 Rad17
セ ンサー/ Ddc1 Rad9 Rad9 Rad9
メディエーター Mec3 Hus1 HUS1 Hus1
Rad17 Rad1 Rad1 Rad1
Mec1 Rad3 ATR ATR
トランスデューサー
Ddc2 Rad26 ??? ATRIP
Teh Tel1 ATM ATM
BRCA1?53BP1
Rad9 Crb2 ??? TopBPIMDC1
アダプター
Mrc1 Mrc1 claspin claspin
Rad53 Cds1 Gds1 Chk2
エ フ ェ ク タ ー
Chk1 Chk1 Chk1 Chk1
Tabie3チェックポイ ン ト関連 タンパ ク質
出芽酵母、分裂酵母、アフリカツメガエル及び哺乳動物のチ ェックポイン ト関連 タンパク質を美とめた,、
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Fig11チェ ックポイ ン ト機構 へ の シグナル発信機 構
Radt7はRFC2-5と複 合体 を形成 し、Rad9、Husl及びRadlは共 に リング状 の複合
体 を形成 している。MR/Nは 、MrelIIRad50〆Nbs1複合 体を表 してい る.
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毛細血管拡張性失調症(ataxiatelangiectasia;AT)は常染色体劣性の遺伝様式で伝達され
る疾患であり、プルキンエ細胞の進行性変性に起因する小脳性運動失調、液性および細胞
性免疫不全、精神遅滞、生殖器官の発育不全、早期老化、リンパ性悪性腫瘍の発生率の増
加など多様な臨床像を呈する。特に、AT患者の細胞が示す電離放射線への高感受性は、
様々な分野の研究者たちが注 目してきた点である。これは、がんを発症した 岨 患者に対
して放射線治療をお こなったところ、非常に深刻な急性放射線障害が現れたことから発見
された特徴である。Ar患者細胞では放射線照射後、通常であれば停止するはずのDNA
合成が止まらず、細胞周期が進行してしまう(PainterandYoung,1980)。また、DNA傷害
剤への暴露においても同様の異常な細胞周期の進行が観察される(Kirsch,1994)。放射線
などによりDNA鎖切断が生じているにもかかわらず細胞周期が進行することで、断片化、
欠失、転座などの染色体の不安定化が顕著になる。 したがって、Ar原因遺伝子産物であ
るataXiatelangiectasia-mutatedproteinkmase(ATM)はDNA損傷の検出から細胞周期の制御
へと至る過程、すなわちチェックポイント機構の機能を実現するまでの情報伝達経路上で
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重要な役割を果たしていると考えられた。
PI3K・様 チ ェ ッ クポ イ ン トキ ナ ー ゼ(ト ラ ンス デ ュ ーサ ー)
ArMタ ンパ ク質 はホ ス フ ァチ ジル イ ノシ トー ルー3-OH(PI-3)キナーゼ ドメイ ンを持 つ
タ ンパ ク質 リン酸化 酵 素で あ り、進化 上非常 によ く保 存 されて いる。ArMタ ンパ ク質 は、
様 々なDNAの 傷害 によ って活性化 され る細胞 内 シグナル伝達 経路 の制御 分子 と して機能
して いる。 また、 同 じ生物 種 にお いて も複 数 のArMフ ァミ リータ ンパ ク質が 存在す る。
ア ミ ノ酸 配列 上 、ArMは 分 裂 酵 母及 び 出芽 酵母Tel1と 高 い相 同性 を示 し、ArM-and
Rad3-relatedproteinkinase(ArR)は分裂酵 母Rad3及び 出芽酵母M㏄1と 高 い相 同性 を示す。
他 に、PI-3キナ ーゼ ドメイ ンを持 つ タ ンパ ク質 と して 、DNA修 復 機i構に直 接 関与 す る
DNA-PKcsや、増殖 因子 な どに応 答す る ヒ トmTOR(mammaliantargetofrapamycin)など
が ある。
ATMファミリータンパク質の細胞周期チェックポイン ト機構 における機能
DNA傷害からのシグナルを下流に伝達するArMフ ァミリータンパク質はチェックポ
イント機構に非常に重要な役割を担っていると考えられる。ヒトにおいては、ArMは主
に電離放射線(IR)などによるDNA二 本鎖切断発生時のチェックポイント機構に関与 し、
UV、メチルメタンスルホン酸(MMS)およびDNA複製阻害剤であるhydroxyurea(HU)、
アフィディコリンによるDNA複 製阻害時のチェックポイント機構には主にArRが 働く
と考えられている。
a、Gl/S期のチ ェ ッ ク ポ イ ン ト機 構
Gl/s期チ ェ ックポイ ン トの場 合、IRによ るDNA傷 害 が起 こる とATMがchk2を リ
ン酸化 し、 これ によ って活 性化 されたChk2が さ らにCdc25Aをリン酸化す る。 リン酸
化 されたCdc25Aはユ ビキチ ンープ ロテア ソーム 分解 系 によって分解 され る(Mailandet
26
aL,2000;Falcketal,,2001)。UVに起 因す るDNA傷 害 が 生 じた 場 合 に は 、ArR、Chkl、
Cdc25Aと続 く リ ン酸 化 カ ス ケ ー ドが 活 性 化 され 、 上 記 と 同様 にCdc25Aが 分 解 され る
(Mailandetal.,2000)。Cdc25AはCdk2また はCdk4が 活 性 化 す るた め に必 要 な 脱 リ ン酸
化 反 応 を触 媒 す る 酵 素 で あ る が 、Cdc25Aが リ ン酸 化 さ れ 、 分 解 さ れ る こ と に よ っ て
Cdc25Aによ るCdk2ま た はCdk4の 脱 リ ン酸 化 反 応 が 引 き起 こさ れ な くな る。この結 果 、
Cdk2また はCdk4は 不 活 性 型 の ま ま留 ま る こ と と な り、 細胞 周 期 はGl期 で 停 止 す る。
さ ら に、IRに よ るDNA傷 害 に応 じてArMま た はATRがChk2(Matsuokaetal.,2000;
Melchio㎜aetaL,2000)、p53、Mdm2をリ ン酸 化 し、 最 終 的 に 細 胞 内 のp53タ ンパ ク質
が 増 加 す る こ と も 認 め られ て い る(BaninetaL,1998;Ungeretal.,1999)。これ に よ り、CKI
(cyclin-dependentkmaseinhibitor;主にp21)の 転 写 が 活 性 化 し、C(ik2が阻 害 され る こ と
に よ り細 胞 周 期 が 停 止 す る(Fig,12)。
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Fig.12Gl/S期チ ェックポイ ン ト機構
b、S期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト機 構
uvやIRに よ りs期 のDNA複 製 の 正 常 な 進 行 を妨 げ た場 合 に は 、ArR-chki-cdc25A
経 路 が 活 性 化 す る(Zhouetal,,2002;Zhaoetal.,2002)。一方 、IRな ど に よ るDNA二 本 鎖
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切 断 がs期 に お いて 起 こる と、ArMが 活 性 化 されGl期 チ ェ ッ クポ イ ン トの 時 と同様
にChk2(Matsuokaetal,,2000;Melchionnaetal.,2000)、CDC25Aのリ ン酸 化 カ ス ケ ー ド牽
経 由 してCDC25Aは 分 解 され 、Cdk2が不 活 性 型 の ま ま 留 ま る(Falcketal.,2001;Kastan,
2001)。Cdk2はDNA複製 の 開 始 に必 要 で あ るCdc45の活 性 化 に 関 わ る た め 、Cdk2の活
性 化 抑 制 はs期 の 進 行 の 遅 延 と な る。 こ のArM-chk2-cdc25A-cdc45の経 路 はDNA複
製 を 含 む 様 々 な 細 胞 周期 を 阻 害 す る 系 と して 考 え られ て い る 。 さ ら に 、DNA二 本鎖 切
断 に 応 じて 活 性 化 され たArMが 、Nbsl/MrellIRad50複合 体 中 のNbsl(Limetal.,2000)や、
相 同 組 換 え 機 構 に関 与 す る が ん 抑 制 遺 伝 了 産 物BRCAlを リ ン酸 化 し、 活 性 化 す る こと
も 知 られ て い る(Cortezetal.,1999)。BRCAIは、Nbsl/Mrell/Rad50複合 体 やArMな ど
の タ ン パ ク質 群 と巨 大 複 合 体(BRCAI-associatedgenomesurveillancecomplex;BASC)を
形 成 す る(WangetaL,2000)。この 複 合 体 はDNA傷 害 の 感 知 とDNA修 復 を 結 ぶ シ グナ
ル 伝 達 の 要 とな っ て い る と考 え られ て い る 。 さ らに 、DNA二 本 鎖 切 断 後 にそ の 傷 害 部
位 に お い て ピ ス トンH2AXが 極 め て 迅 速 に リ ン酸 化 され 、 そ の 後 にBRCAlが 同 じ部位
でfocus状の 構 造 体 を形 成 す る こ とが 観 察 され て い る。このH2AXリ ン酸 化 反 応 もArM
フ ァ ミ リー タ ンパ ク質 に よ り直 接 触 媒 さ れ る こ とが 明 らか に な っ て い る(Burmaetal.,
2001;WardandChen,2001)。この 他 に もArMはDNA傷 害 に 応 じて 、 ク ロマ チ ン構 造 の
維 持 に 関 与 す るSrncl(Kimetal.,2002;Yazdietal.,2002)、転 写 因子E2F-Lさ らにS期 チ
ェ ッ ク ポ イ ン トに 関 与す る と考 え られ て い るMdcl(Goldbergetal.,2003;Louetal.,2003;
Stewartetal..2003)のリ ン酸 化 もお こな う。Mdc】は、 リ ン酸 化 型H2AX(y-H2AX)と相
互 作 用 し 、様 々 な タ ンパ ク質 をDNA傷 害 部 位 に 誘 導 して い る と考 え られ て い る(Stewart
etal.,2003)(Fig.13)。
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c、G2/M期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト機 構
G2/M期チ ェ ッ クポ イ ン トの 場 合 、DNAに 傷 害 が 起 こ る とArMがChk2(Matsuokaetal.,
1998a;Zhouetal.,2000;Lopez-Gironaetal.,2001)を、ArRがChk1(Guoetal.,2000)をそ
れ ぞ れ リ ン酸 化 し活 性 化 す る 。Chk1、Chk2は共 にCdc25Cを 基 質 とす る 。 リ ン酸 化 さ
れ たCdc25Cは、14-3-3と結 合 し核 外 へ 輸 送 され る(Pengetal.,1997;Blasinaetal.,1999;
F㎜ 肛ietal.,1ggg;Gravesetal,,2000;Lopez.Gironaetal.,2001)。Cdc25CはCdc2が活 性 化
され る た め に 必 要 な 脱 リ ン酸 化 反 応 を触 媒 す る 酵 素 で あ る が 、核 外 に輸 送 され たCdc25C
はCdc2の 脱 リ ン酸 化 反 応 を 引 き起 こせ な くな る 。 この 結 果 、Cdc2は不 活 性 型 の ま ま留
ま る こ と にな り、 細 胞 周 期 はG2期 で 停 止 す る。 ま た 、HeLa細 胞 の研 究 よ り リン酸 化
型 のChk1に よ っ てCdc25Aが リ ン酸 化 さ れG2期 チ ェ ッ クポ イ ン ト反 応 が 起 こる こ と
も知 られ て い る(Zhaoetal.,2002)。さ ら に、 リ ン酸 化 さ れ たChklがWee1を リ ン酸 化
す る こ とで14-3-3との 結 合 を 誘 起 し、 これ に よ ってWee1キ ナ ー ゼ 活 性 が 促 進 さ れ る こ
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と も ア フ リカ ッ メ ガ エ ル 卵 抽 出 液 を 用 いた 解 析 か ら示 され て い る(Leeetal.,2001)。Weel
(Myt1)はCdc2をリン酸 化 す る こ とで そ の 活 性 を 抑 制 す る タ ンパ ク質 で あ るた め 、Wee1,
の キ ナ ー ゼ 活 性 の 促 進 は 、Cdc2を不 活 性 型 に留 め る。 最 近 、Cdc25Cの活 性 を 調 節 す る
2種 類 の新 た な タ ンパ ク 質 が 見 つ か っ た 。そ れ らはPlklとPlk3と呼 ばれ 、Polo-likekinase
(PLK)ファ ミ リー に属 す る こ とが 明 らか とな っ て い る(Gloveretal.,1998;Nig9,1998)。
PlklはCdc25Cを活 性 化 す る(Eliaetal.,2003;S踊eandNigg,2003)が、このPlklもArM
また はArRの 標 的 とな り不 活 性 化 され る(Smitsetal.,2000;vanVugtetal.,2001)。また 、
Plklはチ ェ ッ ク ポ イ ン トタ ンパ ク 質 で あ るChfrに よ っ て 安 定 性 の 調 節 を受 け て い る こ
と も知 られ る(ScolnickandHalazonetis,2000;Kangeta1.,2002)。一 方 、Plk3はArMに よ
って 活 性 化 を受 け 、Cdc25Cを不 活 性 化 す る(Smitsetal.,2000;Xieetal.,2001)。この他
に も、Cdc2を リ ン酸 化 す る こ と に よ り活 性 化 す るCAKタ ンパ ク質 がp21に よ って 不 活
化 さ れ る こ とが 知 られ て い る(Hnes,1995)(Fig.14)。
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d、アフリカツメガエル卵抽 出液 におけるチェックポイ ン ト機構の解析
チェックポイン ト機構に関する多くの研究は出芽酵母、分裂酵母やヒト培養細胞を中
心としておこなわれてきたが、最近になって、アフリカツメガエル卵抽出液を用いた解
30
析 も盛ん にお こな われ て きて い る。 しか しなが ら、P53はMBTま で活性 化 しな い こと
が知 られてお り、 さ らに、細胞 周期 にGl期 とS期 が存在 しな いため 、卵抽 出液 中のチ
ェ ックポイ ン ト機構 は体細胞 で み られ るチ ェ ックポイ ン ト機 構 とは若 干異 な る と考 え ら
れて いる。Costanzoらは、切 断 した プ ラス ミ ドDNAを 用 いて、チ ェ ックポ イ ン ト機 構
を活性化 し、DNA複 製 開始 の阻害作用 につ いて解 析 した。そ の結果 、DNA傷 害 に応 じ
て、DNA複 製 の 開始 に必 要なcyclinEICdk2の活性 が抑 制 され る ことによ りDNA複 製
が阻害 され る ことを見 いだ した(Costanzoetal.,2000)。また、aphidicolinや紫外 線 また
はMMSな どでDNA複 製 を阻害す る と、xChk1がリン酸化 され、xCdsl(xChk2)はリ
ン酸 化 され な い ことが 示 され て いる。 さ らに、xCdsl(xChk2)のリン酸化 は一 本鎖DNA
や切 断 した プ ラス ミ ドを卵抽 出液 に加 える ことによ り起 こる ことを見 いだ し、卵抽 出液
にお いて、xChklとxCdsl(xChk2)が異な るチ ェ ックポイ ン ト機構1で機i能して いる こと
を明 らか に した(Guoetal.,2000;Kumagaietal.,1998)。これ らの解析 か らア フ リカ ッメ
ガエル の卵抽 出液 にお いて も、チ ェ ックポイ ン ト機 構 が働 き、ArMフ ァミ リー タ ンパ
ク質 の活性化 やそ れ に続 くChkl/Chk2の活性化機 構 が存 在す る ことが明 らか とな った。
また、 チ ェ ックポ イ ン トタ ンパ ク質で あるclaspinはア フ リカ ツ メガエル で最 初 に発 見
され(Kumagaietal.,2000)、後 の研究 でclaspinのホ モ ログで あるMrclが出芽酵 母 にお
いて 同定 された(Osbometal.,2003)。したが って 、 ア フ リカツ メガ エル卵抽 出液 を用
いたチ ェ ックポ イ ン ト機構 の解 析は 、今後 のチ ェ ッ クポイ ン ト機構 の発展 に とて も重要
な情報 をもた らして くれ るだ ろ う。
第10節 本研究 の 目的
細胞内 には多 くのDNAヘ リカーゼ の存在 が確認 され てい るが、 とくにR㏄Qフ ァ ミリ
ーに属す るDNAヘ リカーゼ(RecQヘリカーゼ)は ゲ ノム安定性維 持機 構 に関 与す る と考
え られてい る。R㏄Qヘ リカーゼ は大腸 菌 のRecQタ ンパ ク質 と高い相同性 を有 す るDNA
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ヘ リカーゼ の総 称 で あ り、 ヒ トにお い てはR㏄QLI、BLM、wRN、R㏄QL4、RecQL5の
5種 類 が 存 在 す る。 こ の う ち 、RecQL4は、 早 期 老 化 や 骨 形 成 異 常 を 特 徴 とす る
Rot㎞und-Thomson症候群 の原 因遺伝子 産物 で あ る こ とが明 らか にな って い る。 これ まで
に、R㏄QL4がDNA複 製 の開始 に必須 な一本 鎖DNA結 合 タンパ ク質複合 体RPAの クロ
マチ ン結 合 に要求 され る こと、DNA傷 害 時 にDNA二 本 鎖切断(DSB)に対す る相 同組換
え修 復機構 で機 能す るRad51と局在 が一致 す る こ とが示 され てい る。しか しな が ら、DNA
複製 の 開始 、進 行やDSB修 復 にお けるRecQL4の分 子 レベル での作用機 序 につ いてはほ
とん ど報告 され て いない。 そ こで本研 究 では 、R㏄QL4の 機 能 の生化学 的 な解 析 を 目的 と
して、 ア フ リカ ツ メガエル卵抽 出液無 細胞 実験 系を もちいた検討 をお こなった。
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第3章 結果
第1節EcoRIに よるDNA二 本 鎖切 断 の誘 発 に応 じたRecQL4の挙動
BS患 者 細 胞 で は正 常細胞 に比べ て約10倍 もSCEが 充進 して い る こ とが 知 られ る
(KuriharaetaL,1987)。また 、正常 の個体 で は生殖細胞 で しか起 こらな いはず の相 同染色体
間の組換 え が体細胞 レベルで確認 され て い る(German,etal.,1993)。WS患者細胞 で は、ゲ
ノム不 安 定 性 お よ びDNA傷 害 剤 に対 す る感 受 性 が認 め られ て い る(Salketal.,1985;
MonnatetaL,1992;PichierrietaL,2000a;Pichierrietal.,2000b)。また 、WRNとBLMはDNA
損 傷時 にHRRに 関与す るRad51と局在 が一致 す る ことが報 告 されて い る(BischofetaL,
2001;Sakamotoetal.,2001)。これ らの ことか ら、WRN、BLMはDNA損 傷 修 復、と くにHRR
と密接 な関係 が ある と考 え られ る。
また 、私 は修 ⊥課程 にお いて 、RecQL4がEcoRIによ って誘 発 され るDsBのHRR経 路
に関与す る ことを示 唆す る結果 を得 た(熊 田修 論)。
以上 の よ うな背景 を もとに、HRR機 構 にお けるRecQL4の機i能を詳細 に理解 す る こと
を目的 と して以 下の解析 を行 った。 精子 核 ク ロマチ ンを添 加 した ア フ リカ ッ メガエル卵抽
出液 にEcoRIを加 える ことによ って、DSBを 誘 導 した。そ の卵抽 出液 か ら、 クロマチ ン
画分 を単離 し、 ピス トンH3(H3)抗体 、 リン酸化型 ピス トンH2AX(YH2AX)抗体 、Ku70
抗体 、Rpa30抗体 、RecQL4抗血清 を用 いて クロマチ ン画分 中のH3、yH2AX、Ku70、Rpa30
お よびR㏄QL4を 検 出 した。 また、EcoRIを添加 して いな い卵抽 出液 か ら単離 した クロマ
チ ン画 分 にお け るEcoRI添加時 と同様 のタ ンパ ク質 を検 出 し、そ の結 果 を対 照 として用
いた(Fig.15)。
Fig.15A(none)は今 回用 いた条 件 にお けるDNA合 成量 の経時 的変化 を表 した グラフで
ある。 この実験 にお いて、DNA複 製 以外 のDNA修 復 等 に由来 す るDNA合 成量 は ごくわ
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Fig、15アフ リカツメガエル卵抽 出液 におけ るR㏄QL4の 挙動の解析
A.DNA複 製活 性の経時的変化。B.EcoRIの有無 によるR㏄QL4、Ku70、Rpa30、yH2AXの経時的変
化。 ピス トンH3はloadingcontrolとして検 出 したC.Rpa30とRecQL4の ク ロマチン結合に対す
るgemininの影響 をwestemblottingによ り検討 した。
ず か であ り無 視 し得 る こ とは確 認 して いる。ア フ リカッ メガエ ル卵抽 出液 中 に精子核 クロ
マチ ンを添加 して230Cで反応 させ る と、核形 成が観察 され る30分 後 く らいか らDNA複
製 が 開始 され 、60分 後 まで に ほぼ完 了す る。 この反 応系 よ りク ロマチ ン画分 を単離 した
のち 、RecQL4をwesternblottingによ り検 出 した結果(Fig.15B,"none",R㏄QL4)、RecQL4
は30～45分 をピー クにク ロマチ ンへ結合 し、その ク ロマ チ ン結 合 はDNA複 製の進行 と
と もに減少 した。
上記 の実験 にお いて も同様 にDNA複 製が進 行 して いた こと を確 認す るた め、RecQL4
の検 出 をお こな った クロマ チ ン画 分 中に存在す るRpa30のwestemblottingによ る検 出 もお
こな った。RPAはDNA複 製 開始 に応 じて一過的 に クロマチ ン上 に結合 し、DNA複 製の
進行 に伴 い速 やか に クロマ チ ンか ら解 離す る ことが知 られ る(Mimuraetal.,2000;Walter
andNewpOrt,2000;Eltsovetal.,2000)。したがって 、今 回得 られ た結果 は、 これ まで に知 ら
れ て い るDNA複 製 に応 じたRPへ の挙動 を再 現 してお り(Fig.15B,"none",Rpa30)、この実
験 の反応 溶液 中にお いて もDNA複 製が通 常通 り進行 して いた こ とが確 認 され た。 また、
DNA複 製 中に有意 なDNA修 復 が 起 こって いな い ことを確 認す るため 、 ク ロマチ ン画分
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に存在す るKu70、YH2AXの検 出 もお こな った(Fig,15B,"none",Ku70andyH2AX)。Ku70
はDSB修 復 に関 与 して い る と考え られて いるタ ンパ ク質 で あ り、YH2AXはDSBの 指標
となる ことが 報告 されて い る(Rogakuetal.,1998)。今 回、Ku70およびYH2AXの顕著 な ク
ロマチ ンへ の結合 が観察 されな か ったため、本実験 にお いてDSBが 強 く誘起 され て いる
可能性 は低 い こ とが確 認 され た。 これ らの結果 よ り、DNA複 製 中のRecQL4のクロマチ
ン結 合は、DNA複 製 開始 に伴 って ク ロマチ ンに結 合 し、DNA複 製 の進行 とともに クロマ
チ ン上か ら解離 して い く ことが示 唆された。
次 に、EcoRIによ ってDSBを 誘発 した条 件 にお いて 上記 と同様 な解 析 をお こな った。
Fig、15A(EcoRI)は今 回用 いた条件 にお けるDNA合 成量 の経時 的変化 を表 した グ ラフで あ
る。EcoRIはDNAと共存 させ るのみでDSBを 生成す るた め に、DNA複 製 はチ ェ ックポ
イ ン ト機構 によ り抑制 され る(Kobayashietal.,2002)。
卵抽 出液 中 よ り経 時 的 に単 離 した ク ロマチ ン画分 につ いて 、H3、yH2AX、Ku70、RPA
お よびRecQL4の検 出 をwestemblottingによ りお こな った。RPAはDSBが 生成す ると、
損傷部位 に比較 的長 期間 に渡 って蓄積 す る。 また、Ku70はRPAと 同様、DSBの 生成 に
よ り損傷部位 に結 合す る。 さ らに、 ピス トンH2AXはDSBの 誘 発 によって リン酸化 され
る こ とが報 告 されて お り、今 回の条 件 にお いて クロマ チ ン画 分 で のyH2AXの顕 著 な増大
が観察 された。したが って、Rpa30、Ku70およびyH2AXの結果 か ら、本実験 にお いてEcoRI
添加 抽 出液 中 に存 在す る精子 核 ク ロマ チ ンに十 分なDSBが 生成 されて いる こ とが示 唆 さ
れ た(Fig.15B,"EcoRI",Rpa30,Ku70andyH2Ax)。この とき、R㏄QL4のクロマ チ ン画 分へ
の顕著な移行 が観察 され た。
MCM複 合体 の ク ロマチ ンへ の結 合 を阻害す る ことでDNA複 製開始 を抑止 す るgeminin
を、EcoRIを添 加 して いな い抽 出液 に加 えた と ころ、RecQL4およびRpa30のクロマチ ン
への移行 が消失 した(Fig.15c)。これ は、 この とき見 られ るR㏄QL4の ク ロマ チ ン結合 が
DNA複 製 開始 に必 要なMCM複 合体 の クロマチ ン結合 に依 存 してい る ことを示 してお り
(Fig.16)、以 前 に報告 され たRecQL4の挙 動 と一致 す る結 果 で ある(Sangrithietal.,2005)。
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Fig,16RecQL4とMcm6のクロマチン結合の比較
一方 、EcoRI処理 によって誘起 され るR㏄QL4の ク ロマチ ン結合 に対 して はgemininの有
無 によ る顕 著な影 響 は認 め られ なか った。以上 の結 果 よ り、EcoRIで誘発 され たRecQL4
の ク ロマチ ン結合 はDNA複 製 開始 に機能す る もの とは異な り、DSBに 呼応 して 起 こって
いる ことが示 唆 された 。
第2節RPA除 去抽出液にお けるRecQL4の挙動
DSB修復 にお いて 、RPAはRad52タンパ ク質 と相 互作用 し、 この相 互作用 が相 同組換
え修復(HRR)に 必須 で ある ことが明 らか にな って い る。 また 、RPAがHRRに 伴 うDNA
鎖 交 換 反応 に 関与 す る タ ンパ ク質 の活 性 を促 進 す る こと も示 され て い る(Mooreetal.,
1991)。一方 、ア フ リカツ メガエル卵抽 出液無 細胞 実験 系 にお いてRPAとKu80がDSB近
辺 で共局在 す る こ とが示 されて いる(GrandietaL,2001)。この ことよ り、RRへを卵抽 出液
か ら除 く ことによ って、HRRを 不 活化 し、 さ らに非相 同DNA末 端 結合(NHEJ)に影響
を与える ことが で き ると予想 され る。 そ こで、RecQL4がDSB修 復機i構に関 与す るな ら
ばR㏄QL4の 結合 がRPA除 去 によって影響 を受 ける はずで ある と考 え 、抗Rpa30抗体 を
用 いてRBへ をア フ リカ ツ メガエル卵 抽 出液 か ら除去 した。 あ らか じめ抗体 をproteinA-
Sepharoseとイ ンキ ュベー トして得た抗体結 合proteinA-Sepharoseを卵抽 出液 に懸 濁 し、4℃
で1時 間撹 搾 した。 この のちproteinA-Sepharoseを除 き、得 られ た抽 出液 をRPA免 疫 除去
抽出液 とした。 抗Rpa30抗血清 のか わ りに免疫前 血清 を用 いた ものをmock処理抽 出液 と
し、対照 と して用 いた(Fig.17)。
36
BAextract
mock△RPA
RecQL噸鱒 一一
Rpa30轍
Ku70欄醐騨剛 顧膨
mock △RPA
Ec・RI-十 一 十
RecQL4-" .轍 重
Rpa30硝纈鰭'
Ku70葡S'L'o「MPMb
Flg.17Rpa30免疫除去卵抽出液におけるR㏄QL4のクロマチン結合の変化
A.m㏄k処理抽出液(mock)とRpa30免疫除去抽出液(△Rpa30)中のR㏄QL4、Rpa30および
Ku70をwesternb】ottingにより検出 した。B,各卵抽出液か ら単離 したクロマチン画分 における
RecQL4、Rpa30およびKu70をwesternblottingにより検出 した。
Fig」7Aは、 卵 抽 出 液 中 の タ ンパ ク 質 を検 出 した も の で あ り、 これ よ りRPAタ ンパ ク質
の 免 疫 除去 効 率 を確 認 した 。 こ こで 用 い た 実 験 条 件 で は 、 卵 抽 出 液0.025μL中 のRpa30
を検 出 す る こ とが 可 能 で あ っ た が(datanotshown)、SDS-PAGEに供 した3μLの 免 疫 除 去
抽 出 液 中 に はRpa30は 検 出 され な か っ た 。 した が っ て 、 免疫 除 去 操 作 に よ る 抽 出 液 の希
釈(2倍 希 釈 以 下)を 考 慮 に入 れ る と、 少 な く と も98%のRPAが 卵 抽 出 液 か ら除 去 さ れ た
こ とが 確 認 さ れ た。
、EcoRIを添 加 したm㏄k処 理 抽 出 液 お よ びRPA免 疫 除 去 抽 出液 に精 子 核DNAを 添 加 し、
23℃で75分 イ ンキ ュ ベー シ ョ ン した 。イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後 、 ク ロマ チ ン画 分 を単 離 し、
Rpa30、Ku70およ びRecQL4をwesternblottingによ り検 出 した(Fig,17B)。mock処理 抽 出
液 に お いて そ れ ぞ れ の タ ンパ ク 質 は 、 無 処 理 の 抽 出液 で 観 察 され る もの と 同様 の ク ロマ チ
ン画分への移行が確認された。一方、RPA免疫除去抽出液中のクロマチン画分にはRpa30
は検出されなかった。このとき、Ku70はクロマチン画分中に検出されたがR㏄QL4は検
出されなかった。これに対 して、EcoRI非存在化ではRPA免 疫除去抽出液においても
R㏄QL4のクロマチン結合は検出された。このことより、DsBに応じたKu70のクロマチ
ン結合およびDNA複 製開始時のR㏄QL4のクロマチン結合はRPAが機能する以前に誘発
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され るの に対 し、EcoRIによ り誘 発 され るRecQL4のク ロマ チ ン結合 は、RRへの存在 に依
存 して いる こ とが示 された・ これ らの結果 は、DSB修 復機構 にR㏄QL4が 関与 して いる
可能 性 を支持す る ものである。
第3節Rad51の ク ロマチ ン結合 の 阻害 によるRecQL4の挙 動 の変化
最 近 、HeLa細胞 におい てRecQL4がRad51依存 的なHRRに 関与 してい る ことが示唆
され た(Petkvoicetal.,2005)。そ こで、 アフ リカ ツメガエル卵 抽 出液無 細胞 実験 系におい
てDsBに よって誘発 されたR㏄QL4の クロマチ ン結 合がRad51に依 存 してい るかを検討
す るた め 、以 下の知 見 を考慮 しRad51のクロマチ ン結 合 を阻害 す る組換 え タ ンパ ク質を
作成 した。
breastcancersusceptibilitygene2産物(BRCA2)は、3418アミノ酸か らな る分 子量約318
kDaのタ ンパ ク質 で ある。BRCA2は、 体細胞 分裂 時のS期 にお いて核 内 に局在 してお り、
減 数分 裂時 にお いて も高 く発現 してい る。 ヒ トBRCA2の990番 目か ら2100番目のア ミ
ノ酸残 基 の間 には、生物 種 間で高度 に保 存 され てい る8つ の配列 が存在 してお り、 これ は
BRCrepeats(repeatSinBRCA2gene)と呼 ばれ てい る。BRCrepeatsはそれ ぞれ約30ア ミノ
酸か ら構・成 され てお り、酵母 の2一ハ イ ブ リッ トスク リー ニ ング とiJlvitl'oの実験 系に よっ
てBRCrepeatsがRad51と相互 作用 す る ことが報告 され てい る。 最 近、7量 体 リング構造
を形成 して いるRad51のArPaseドメイ ンとBRCA2のBRCrepeatregionが結合 し(Fig.18)、
リング構造 が壊 れ(Shinetal,,2003)、この のちにRP,ヘフ ィラメ ン トを形 成 して いるDNA上
にRad51の結 合が誘導 され る こ とが報 告 されて いる(Daviesetal.,2001;Pellegrinietal.,
2002)(Fig,19)。
また 、BRCA2のBRC3/4のみ を細 胞 内で過剰 発現 させ る と、Rad51の核局在 形成が抑制
され る こと(Pellegrinietal.,2002)、BRC4がRadsl-DNA複合 体形成 を阻害す る こと(Davies
etal.,2001)も報 告 されて いる。これ らの ことよ り、ア フ リカツ メガエル 卵抽 出液 中にBRC4
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を大量に添加すれば、Rad51のクロマチンへの結合を阻害できるのではないかと考え、
hBRCA2のBRC4タンパク質を発現 精製した(第5章 実験材料および方法参照)。こ
の組換えタンパク質を用いて以下の実験をおこなった。
-
121DNAbinding90WatkerAWalkorB309334
xRad51一
BRCr雛縄nding
BRCrepeatsD閥Abindhg
1
hBRCA2
一
6383418
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Fig.19BRCA2によるRad51のクロマチンへ の誘 導
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Fig.20BRC4によりRad51のクロマチン結合を阻害した時のR㏄QL4のクロマチン結
合.RecQL4、Rpa30およびRad51のクロマチン結合に対するGST-hBRc4の影響をwestem
blouingにより検討 した。
まず始 めに、 ア フ リカ ッメガエル 卵抽 出液 中にお いてhBRC4がDSBに よ って誘発 され
るRad51のク ロマチ ンへ の移 行 を阻害で きるのか を確 認す るため に、精 製 したGST-hBRC4
を添加 した卵抽 出液 、対 照 となる緩 衝液 を添加 した卵抽 出液 のそれぞれ に精子 核DNAお
よびEcoRIを添加 し、230Cで60分 イ ンキュベ ー シ ョン した。 イ ンキ ュベー シ ョン後、
クロマチ ン画 分 を単 離 し、westernblottingによってRad51を検 出 した(Fig.20,Rad51>。
そ の結 果、 卵抽 出液 にGST-BRC4を添 加 した とき、Rad51のクロマチ ン結合 が検 出さ
れな くなった。この ことよ り、ア フリカ ッメガエル卵 抽 出液 中にお いて も、hBRC4がRad51
の ク ロマチ ン結 合 を阻害 して いる ことが確認 され、 卵抽 出液 の反応系 の 中でRad51の機
能 を抑制 す る ことが可能 になった。
次 に、Rad51のク ロマチ ン結 合 を抑制 した条件 下で 、Rpa30およびRecQL4のDsBの
生成 に応 じた挙 動 の変化 につ いて検 討 した。 緩衝液 またはGST-hBRC4を添加 した卵抽 出
液 に、精子核DNAお よびEcoRIを添加 し、230Cで60分イ ンキ ュベー シ ョン したの ちに
クロマチ ン画 分 を単 離 した。ク ロマチ ン画分 中 のそ れぞ れ のタ ンパ ク質 は、westernblotting
によ り検 出 した(Fig.20,RecQL4andRpa30)。
緩衝液 を添加 した 場合 に も、何 も添加 して いな い場合 と比較 して 各タ ンパ ク質 の挙 動 に
変化 は観察 され なか った ので 、今 回用 いた緩 衝 液 の影 響 は 無視 で きる と考 えた(datanot
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shown)。GST-hBRC4を添加す る こ とでRad51のク ロマ チ ン画分へ の移行 を阻害 した条件
ドで も、Rpa30およ びRecQL4のク ロマチ ンへの結合 に顕 著な変化 は観察 され なか った。
この結果 よ り、R㏄QL4のクロマチ ン結合 はRad51の機能 に依存 しない ことが 示唆 された 。
第4節 チ ェ ックポイ ン ト機 構お よびDNA-PKの阻害 によ る
RecQL4の挙動 の変化
これ までの結 果 よ り、DsBに よって誘 発 され たRecQL4のクロマチ ン結 合 はRad51の
機能 に依存せ ず 、RPAに 依存す るこ とが示唆 され た。 これ よ り、R㏄QL4はRad51に依
存 しないDNA修 復機 構 に関与 してい ると考 え られ た。DSBに よって誘発 され るR㏄QL4
の機能 を解 明す るた めの更 な る詳細 な知 見 を得 るた め、DNA修 復の 上流 で機 能 す る と考
え られ てい るチ ェ ックポイ ン ト機 構 、DSB修 復機 構 で あるNHEJとRecQL4の 挙動 との
間 の関係 を検討 した(Fig.21)。
まず始 め に、ArMIArRを阻害 しチ ェ ックポ イ ン ト機構 を阻害す るcaffeineおよびArM
に加 えてNHEJの上流 で機能す るDNA-Pkcsも阻害 す るwortmanninを卵 抽 出液 に加 えた。
この卵抽 出液 か ら、 ク ロマチ ン画分 を単離 し、H3抗体 、Rpa30抗体、Ku70抗体 、RecQL4
抗 血清 を用 いて クロマチ ン画分 中のH3、Rpa30、Ku70およ びRecQL4を検 出 した(Fig.21B,
lanel-3)。そ の結果 、EcoRI非存在 下で はcaffeineまた はwortmanninによ るR㏄QL4の クロ
マ チ ン結 合 に顕 著 な 変化 は観察 され な か った。 これ に対 し、Rpa30のク ロマ チ ン結 合 は
caffeineまたはwortmanninによって僅か に増加 した。 このRpa30のクロマ チ ン結 合 の増加
は、caffeineまた はwortmanninによってチ ェ ックポイ ン ト機構が阻害 され 、DNA複 製が
充進 したた めだ と考 え られた(Fig.2]A,"none")。次 に、DSBに よって誘 発 され たRecQL4
の クロマチ ン結合 に対す るcaffeineとwortmanninの影 響 を検討 したが、RecQL4のクロマ
チ ン結 合 に顕 著 な 変化 は観察 され なか っ た(Fig.21B,lane4-6)。この とき、DSBに よ って
抑 制 され たDNA複 製がcaffeineまたはwortmanninによ るチ ェ ックポイ ン ト機 構 の阻害 に
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Fig.21caffeineおよびwortrnanninによるRecQL4のク ロマ チン結合 に対す る影 響。A.種 々
の条件にお け るDNA複 製活性。B.様 々な条件 下で単離 した クロマチ ン画分 でRecQL4、
Rpa30、Ku70をwesternblottingによ り検 出 した。 ピス トンH3はloadingcontrolとして用
いた。
よ って 回復 して い る ことが観察 され た(Fig.21A,TcoRI")。したが って 、 この とき観察 さ
れ たRecQL4のクロマ チ ン結 合 はDSBとDNA複 製 に依 存 して いる ことが示 唆 された。
そ こで 、DNA複 製 によるRecQL4のク ロマ チ ン結 合へ の影響 を排 除 す る 目的で 、DNA
複製 の阻害 タンパ ク質 であるgemininを添加 した卵抽 出液 を用 いて上記 と同様 な実 験 をお
こなった(Fig.21B,lane7-9)。そ の結果 、DsBに よ って誘 発 され るR㏄QL4の ク ロマチ ン結
合 はcallfeineおよびwortmannin添加 によ り有意 に減 少 した 。 この よ うな条件 にお いて 、
R㏄QL4と同 じRecQフ ァミ リー に属す るWRNの クロマチ ン結合 に顕 著 な変化 は観察 さ
れなか った(Fig.22)。したがって、こ こで 見 られ るcaffeineとwortmanninの作 用 はRecQL4
に特異 的で あ る こ とが示 唆され た。 また、DSBに よって誘発 され るRecQL4のクロマチ
ン結 合 へ の 影 響 はArM/ArRを 阻 害 す るcaffeineよりもATM/DNA-Pkcsを阻害 す る
wortmanninの方 が顕著 で あったため、RecQL4はDNA-PKcsが寄与す るNHEJで機 能する
ことが示唆 され た(Asaadetal.,2000;Hashimotoetal.,2003)。この とき、Ku7 のク ロマチ
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Fig,22caffeineおよびwortmanninによるWRNの クロマチ ン結合 に対す る影響
ン結合 はwortmanninを添加 した条 件 でのみ若 干増加 した 。 これ は、Ku70がNHEJにおい
てDNA-Pkcsの上流で機i能して いるため であ ると考 え られ る。
第5節ChlP法 を用 いた ク ロマチ ン上 の
RecQL4、Ku70およびRad51の位置 関係 の解 析
これ までの結 果か ら、R㏄QL4がNHEJ修 復 に関与 してい る 可能 陸が示唆 され た。 そこ
で、DSB誘 発 時 の ク ロマ チ ン上 に お け るRecQL4とKu70の 関係 性 を解析 す る 目的 で
chromatin-immunoprecipitation(Ch】P)(第5章実験材料 お よび方法参 照)に よる検 討 をお こ
な った(Fig.23)。DsBによってRecQL4、Ku70およびRad51が結合 して いる クロマチ ン
(Fig23B,ccinput')(Fig.20,Fig.21B参照)を 単離 し、単離 した クロマチ ンに対 して超音波処理
をお こな うこ とによ り約300bpのDNA断 片 に分断 した。分 断 した クロマチ ン画分 を抗
RecQL4抗血清 を用 いて免疫沈 降 し、免疫 沈降画分 中のRecQL4、Ku70およびRad51の有
無 をwestemblottingによ り検 討 した。 この とき、抗R㏄QL4抗 血 清 のかわ りに免疫前血清
を用 いた もの をmock処 理抽 出液 と し、対 照 と して用 いた(Fig.23,`℃hIP")。そ の結果 、
R㏄QL4免疫 沈 降複 合体 にKu70は 検 出 され たが、Rad51は検 出 され なか った。 また 、卵
抽 出液 中にお いてR㏄QL4とKu70ま た はRad51が直接 また は間接 的 に相互 作用 して いな
い ことが観察 され た(Fig.24)。これ らの結果 は、DsBに 応 答 してR㏄QL4がKu70の 近辺
のク ロマ チ ン上に結合す る現 象 を捉 えて お り、R㏄QL4がKu70/80複合体 に依 存 したNHEJ
修復 に関 与 して いる ことを示唆 して いる。
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Fig.23DSB誘発時 にR㏄QL4の 近傍 に結合 する タンパ ク質。Ex:卵抽出液lpL,、Input:超音
波 処理 後 の可溶性 画分,,ChIPに使 用 した 量の20%に 相 当す ろ 量を使 用 した。ChlP:免疫前
血清(M)ま たは抗RecQL4抗 体(RecQL4)によ り免疫 沈降 した画分.各 画 分 中のRecQL4、
Ku70およびRad51をwestemblotUngにより検 出 した
lP
Ex一
mockRecQL4
RecQL4噸 輪 蔭d脚 膨
Ku70『繭b
Rad510
Fi924卵抽出液 中にお け るRecQI・4とKu70、Rad51の相互作用。Ex:卵抽 出液1μL。IP:免
疫 前 血清(mock)または抗xRecQL4抗体(RecQL4)によ り免 疫 沈 降 した画分 、 各画分 中
のR㏄QL4、Ku70およびRad51をwesternblottingによ り検 出 した
第6節RecQL4免疫除去卵抽 出液 におけるyH2AXの挙動の変化
これまでに観察されたDSBに 誘発されるRecQL4のクロマチン結合の意義を検討する
目的で、DSBの指標であるYH2AXの量の変化を観察するyH2AX法(第5章 実験材料お
よび方法参照)をおこなった。
解析を進めるために、抗血清を用いてR㏄QL4をアフリカツメガエル卵抽出液から除去
した 。 あ らか じめ 抗 血 清 をproteinA-Sepharoseとイ ン キ ュ ベ ー トして 得 た抗 体 結 合protein
A-Sepharoseを卵 抽 出 液 に懸i濁し、40Cで1時 間 撹 搾 した 。 こ の の ちproteinA-Sepharoseを
靭r
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Fig、25R㏄QL4免疫 除 去卵 抽 出液 にお け るYH2Axの 挙動 の 変化 。A.m㏄k処 理 抽 出 液
(mock)およびRecQL4免疫 除去抽 出液(△RecQL4)中のRecQL4、Ku70、ピス トンH3を
westemblotti皿gによ り検 出 した。B各 卵抽 出液 か ら経 時 的 に単離 した ク ロマ チン画分 中の
R㏄QL4、Ku70、YH2Axをwesternblottingによ り検 出 した。 ヒス トンH3はloadingcontrol
として用いた、
除き、得 られ た抽 出液 をRecQL4免疫 除去 抽出液 と した。抗R㏄QL4抗 血清 のかわ りに免
疫 前血清 を用 いた ものをm㏄k処 理抽 出液 と し、対 照 として用 いた。
各抽 出液 をsDS-PAGEにて展 開 し、抽 出液 中のRecQL4をwestemblottingによ り検 出
す る ことで 、免疫 除去 の効率 を検 討 した。 ここで用 いた実験 条件 では、卵抽 出液0.05μL
中のR㏄QL4を検 出す る ことが可能で あったが(datanotshown)、SDS-PAGEに供 した3μL
の免疫除去抽 出液 中 にはR㏄QL4は 検 出され なか った(Fig.25A)。したが って、 免疫 除去
操作 による抽 出液 の希 釈(2倍 希釈以 下)を 考 慮 に入れ る と、 少な くとも95%のR㏄QL4
が卵抽 出液 か ら除去 され た ことが確認 され た。 また、 各抽 出液 中のH3及 びKu70を 検 出
した ところ、m㏄k処 理 抽 出液 とR㏄QL4免 疫除去 抽 出液 を比較 して差 が観察 され なか っ
た ので 、 この実験操 作 によって もR㏄QL4以 外 の タ ンパ ク質量 には影 響 は無い と考 え られ
た。
得 られたRecQL4免疫 除去抽 出液 とmock処理抽 出液 にEcoRIを添加 し、 精子核DNA
と23℃で5分 間インキュベー トしてDSBを誘発したクロマチン画分を単離した。単離 し
た クロマチ ンにEco正U未処 理 の同 じ抽 出液 を添加 し、23℃ でイ ンキ ュベー ト後 、 クロマ
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チ ン画 分 を再 度 単離 した。経時 的 に得 られ た ク ロマ チ ン画分 中のR㏄QL4、Ku70、H3お
よびYH2AXをwesternblottingによ り検 出 した(Fig.25B)。
RecQL4免疫 除去 卵抽 出液 中のyH2Axは、m㏄k処 理卵 抽出液 中のyH2Axと比較 して
顕著 な減 少の遅 延 が観察 された。 この結果 よ り、R㏄QL4はDSB修 復 に機 能 して い る こ
とが示 唆 され た。 一方 、YH2AXの消 失の遅延 はDSB修 復 の初期過程 にお いて顕著 で ある
のに対 して(Fig.25B,"10～20min")、RecQL4のク ロマ チ ン結合 は後期課 程 にお いて顕著
に検 出 され た(Fig.25B,"m㏄k")。さ らに、RecQL4免疫 除去 卵抽 出液 中のKu70のク ロマ
チ ン上で の挙 動 はm㏄k処 理卵抽 出液 のKu70の 挙 動 の変 化 と比較 して顕著 な変 化 は観察
され なか った。 この結果 は、RecQL4がDSB修復 にお いてKu70の下 流で機i能して いる可
能性 を示 唆 して い る。
以上 の結 果 は、R㏄QL4がDSB修 復機 能、 特 にNHEJに お いて機i能して いる ことを示
唆す る と同時 に、RecQL4が複数 のDSB修 復経路 に関与 す る可能性 を提 示 す る ものであ
る。
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第7節aphidicolin(APH)によ るDNA複 製 の 障 害 と
RecQL4の挙 動 の 解 析
BLMが ホ リデ イ ジャ ンク ションに結合 しArP依 存的 にbranchmigrationを促 進す る こ
とが明 らか とな り、複 製 フ ォー クの安定 化 に関わ って いる ことが 示唆 された(Karowetal.,
2000)・これ らを始 め とす る多 くの知 見 よ り、BLMな どのRecQヘ リカーゼ は このよ うな
DNA複 製停 止 か らの回復 に重要 な役割 を果 た して いる可能性が考 え られ て いる。そ こで、
aphidicolin(APH)によってDNA複 製 の正 常な進行 に障害 を与えた場合 にお け るRecQL4
の挙動 の解 析 をお こな った。
DNA複 製 にお いて機能す るDNAポ リメラーゼ を阻害す るAPHを ア フ リカツ メガエル
卵抽 出液 に添加 し、DNA複 製 フ ォー クの正常 な進行 を障 害 した 。そ の卵抽 出液 か らク ロ
マチ ン画 分 を単離 し・Rpa30抗体 お よびRecQL4抗体 を用 いて クロマ チ ン画 分 中のRpa30
およびRecQL4を検 出 した(Fig.26)。
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Fig・26aphidicolin(APH)処理時のRecQL4の挙動 の変化。A .DNAが 正常 に進行 して いる卵抽 出
液 とAPHを 処理 した卵抽 出液 か ら経 時的 に 単離 した クロマ チ ン画分 を用い て、westernblotting
に よ りR㏄QL4お よびRpa30を検 出 した。B.caffeine、gemininあるいは その両者 を共存 させ た
APH処 理 卵抽 出液 よ りクロマチ ン画分 を単離 し、westemblottingによ りR㏄QL4お よびRpa30
を検 出 した。
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RRへはDNA複 製 開始 に応 じて一過 的 にDNA複 製 開始 部位 に結合 した のち速やか にク
ロマチ ンよ り解離 す るが、APHに よ りDNA複 製 に障害 を与 えた場合 には、DNA複 製7 .
オー ク に比較 的長 期閲 に渡 って 蓄積 した(Fig.26A,Rpa30)。アフ リカ ツ メガエル の卵抽 出
液 にお いてAPHに よ るDNA複 製阻 害 によって、ArR依 存 のチ ェ ックポ イ ン ト機構 が活
性化 され る ことはすで に報 告 され て い る(Kumagaieta1.,1998)。さ らに、RPAがArRと 相
互 作 用す るArRinteractingprotein(ArRIP)の足 場 と して機i能す る ことが知 られ る ため
(ZouandStephen,2003)、このRPAの 蓄積 によってチ ェ ックポイ ン ト機構 が十分 に活性化
され る と考 え られ る。 この条件 にお いてRecQL4のクロマ チ ン画分 へ の顕著 な移 行が観察
され た(Fig.26A,"APH")。この こ とはRecQL4が複製 フ ォー クの安 定化 あるいは再 開に何
らか の積極 的 な役割 を果た して いる ことを意味 して いる もの と考 え られ る。
次 に、caf[eineを添加 した条件 でAPH存 在化 に反応 させ た卵抽 出液 よ りク ロマチ ン画分
を単 離 し、RecQL4およびRpa30を検 出 した(Fig.26B,"cafP')。caffeineは、チ ェ ックポ イ
ン ト機i構…の起 点 となるArM、ArRを 阻害 し、チ ェ ックポ イ ン ト機i構を抑制 す る ことが可
能 で ある(Sarkaliaetal.,1999;zhouetaL,2000)。この ときのR㏄QL4お よびRpa30のクロ
マチ ン画分 への移行 は、caf6eineを加 えて いな い場合 と比較 して、顕著 に増加 していた。S
期の初 期 に活 性化 され る複製 開始 点 の発火 の直後 にDNA複 製が停 止す る ことでチ ェ ック
ポイ ン ト機 構が活性 化 され、 これ によ って他 の複 製開始点 の発 火が 抑止 され る ことが知 ら
れ る。 した が って、caffeineによって チ ェ ックポイ ン ト機構 が不 活 性化 され た場 合 には、
複製 開始点 の発火 が頻発 したの ちAPHのDNAポ リメラーゼ の阻害 に起 因 して停 止 した
DNA複 製 フ ォー クが増加す る と推 測 され る。このため、結果 と してRecQL4およびRpa30
のク ロマチ ンへの結合 が充進 した と考 え られ る。ただ し、 この場合 にはcaffeineの添加 に
よ りある程度 のDNA合 成 の九進 も引 き起 こされ る ことが予 想 され るが 、今 回用 いたAPH
の濃度 にお いてその よ うな現象 が認 め られ な い ことは確 認 して いる(datanotshown)。
さ らに、gemininを添加 した卵抽 出液 にさ らにAPHを 添加 した 条件 にお けるR㏄QL4の
クロマチ ン結 合 につ いて検 討 した(Fig.26B,"gem"and"gem+caff')。gerr血inは、複製 開始
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に必要なタンパク質の一つであるMCM複 合体のクロマチンへの結合を阻害するタンパク
質であるが、このような条件におけるRecQL4およびRpa30のクロマチン画分への移行
は観察されなかった。この結果より、APHによって誘発されるRecQL4のクロマチン結
合はDNA複製に依存していることが確認された。
第8節RecQL4免疫除去卵抽 出液にお ける
DNA複製再開後 のDNA複 製速度の解析
APHに よ って誘 発 され たRecQL4のク ロマ チ ン結 合 の意 義 を解 析 す る 目的でrestart
assay(第5章実験材料 お よび方法 参照)を お こな った。
解 析 を進 めるため に、抗血 清 を用 いてRecQL4をア フ リカツ メガェル卵抽 出液 か ら除去
した。 あ らか じめ抗血 清 をproteinA-Sepharoseとイ ンキ ュベー トして得 た抗体結 合protein
A-Sepharoseを卵抽 出液 に懸濁 し、40Cで1時間撹搾 した 。 こののちproteinA-Sepharoseを
除 き 、得 られた抽 出液 をR㏄QL4免 疫 除去抽 出液 とした。 抗RecQL4抗血 清のか わ りに免
疫 前血清 を用 いた もの をm㏄k処 理 抽 出液 とし、対照 として用 いた。以後 、 この操 作 によ
って95%以上 のR㏄QL4が 除去 された卵抽 出液 をR㏄QL4免 疫 除去卵抽 出液 とす る。なお 、
本研究 で解 析 して い るRecQL4以外 の タ ンパ ク質は、 この操作 によ り減 少 しない ことを確
認 して いる(datanotshown,Fig.25A参照)。
得 られた各卵抽 出液 に精 子核DNAお よびAPHを 添 加 し、23℃で60分 間イ ンキ ュベー
トしたの ち、形 成 され た細胞核(APH-nuclei)を単離 した 。 このAPH-nucleiをAPHを含
まな い卵抽 出液 に添加 し、 こ こにお けるDNA複 製活性 を検討 した(Fig,27A)。2回目のイ
ンキ ュベー トに用 いる卵抽 出液 には、DNA再 ライセ ンス化 を抑 止す る 目的でgemininが
あ らか じめ添加 され てお り、2回 目のイ ンキ ュベ ー ト時 に クロマチ ン上 にMCM複 合体 が
薪 た に結 合 す る こ と は な い 。 ま た 、restartassayのグ ラ フ の 値 は 、mock→m㏄kで 得 られ
たDNA複製活性の値を100%としたときの相対値で算出した。その結果、RecQL4除去抽
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Fig.27DNA複製の再開後の合成速度の変化、A,実験の概略。B.APHにより停止したDNA複 製を再
開させた際のDNA合 成速度について、R㏄QL4免疫除去抽出液(△RecQL4)およびm㏄k処 理抽出液
(mock)を用いて検討した。
出液 ではm㏄k処 理抽 出液 と比較 してDNA複 製 速度 の元進 が観察 された(Fig.27B,"m㏄k
→m㏄k"and"△RecQL4→△RecQL4")。これよ り、R㏄QL4はAPHに よって停止 したDNA
複製 フォー クの再 開 にお いて何 らか の機能 を果 た して い る ことが示 唆 された。
次 に、上 記で観察 され たDNA複 製 速度 の充進 がDNA複 製 フォー クが停 止 した段 階 に
お けるR㏄QL4の 機 能 に起 因す るのか 、DNA複 製の再 開後 のDNA合 成 にお けるRecQL4
の機 能に起 因 す るのか を検 討す るため、2回 目のイ ンキ ュベー トに用 いる各卵抽 出液 を入
れ替 えて 同様 の実験 をお こな った(Fig.27B,"m㏄k→△R㏄QL4"and"△R㏄QL4→m㏄k")。
そ の結果、2回 目のイ ンキ ュベ ー トに用 いる抽 出液 の種類 に関わ らず、1回 目のイ ンキュ
ベ ー トにRecQL4免疫 除去卵抽 出液 を用 いた場 合 にお いてのみDNA複 製速度 の九進 が観
察 された。 これよ り、DNA複 製 フ ォークが停止 した 際 に機i能す るRecQL4が、DNA複 製
を正常 に再 開 させ るた め に重要 で ある ことが示 唆 され た。
restartassayにお いて2回 目のイ ンキ ュベー トを未処 理 の卵抽 出液 を用 いてお こな った
場合 にも、免疫 除去 処 理卵 抽 出液 を用 いて2回 目のイ ンキ ュベー トをお こな った場 合の
DNA複 製活1生と顕著 な違 い は観察 されなか った(Fig.28以下の結果 を参 照)。したが って、
以後 は1回 目のイ ンキ ュベー ト時 に用 いた各卵抽 出液 の名称 のみ を表 記す る こと とす る。
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第9節 チェックポイ ン ト機構の阻害 による
DNA複製再 開後 のDNA複 製速度へ の影響
ア フ リカ ッ メガエ ル の卵抽 出液 にお いて 、APHに よ るDNA複 製 阻害 によ って 、ArR
依 存の チェ ックポイ ン ト機構 が活 性化 され る こ とが 報告 され てい る(Kumagaietal.,1998)。
この とき活性 化 され るチ ェ ックポイ ン ト機構 は、DNA複 製 フォー クが何 らかの 障害 に遭
遇 した 際 に、そ の障 害 を修 復す るた め に細胞 周期 を停 止 させ てお くとともに、DNA複 製
装 置 を フ ォー ク上 に維持 す る役割 を担 う可能 性 も指 摘 され てい る。そ こで 、APHに よ っ
て誘 発 され たDNA複 製 チ ェ ックポイ ン ト機構(ArR依 存 的なチ ェ ックポイ ン ト機構)に 、
R㏄QL4が何 らか の関与 を示す可 能性 を考 え、caffeineを添加 した卵抽 出液 にAPHを 作用
させた条件 で単離 した ク ロマ チ ンを用 いてrestartassayをお こな った(Fig.28)。
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Flg.28DNA複製再 開後のDNA合 成速度 に対 す るcaffeineの影響。A.実 験 の概略。B.APHに よ り
停止 したDNA複 製 を再開 させた際 のDNA合 成速度 に対す るcaffeineの影響 につ いて、RecQL4免
疫除 去抽 出液(△R㏄QL4)お よびm㏄k処 理抽 出液(mock)を用 いて検討 した。
解析を進めるために、抗血清を用いてRecQL4をアフリカツメガェル卵抽出液から除去
した。また、抗R㏄QL4抗血清のかわ りに免疫前血清を用いたものをm㏄k処 理抽出液と
し、対照として用いた。得られた各卵抽出液にAPHと 精子核DNAを 添加し、さらに、
チェックポイント機構を阻害するcaffeineを実験の条件に応じて添加後、23℃で60分間
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イ ンキ ュベー トした ものか らクロマチ ン画 分 を単離 した。 単離 した クロマチ ン画分 を新 し
い卵 抽 出液 に添 加 し、DNA複 製活 性 を測 定 した(Fig.28A)。そ の結 果 、caffeineを添 加 し.
たm㏄k処 理卵 抽 出液 では、RecQL4免疫 除去 卵抽 出液 で観察 され るの と同様 のDNA複
製 速度 が観察 された(Fig.28B,"m㏄k+caff→Eズand"△RecQL4→Eズ)。さ らに、驚 くべ き
ことに、caffeineを添加 したR㏄QL4免 疫 除去 卵抽 出液 のDNA複 製速度 は、R㏄QL4免疫
除去 卵 抽 出 液 のDNA複 製 速 度 よ りも さ らに九 進 す る こ とが 予 想 され たが 、実 際 には
RecQL4免疫 除去 卵 抽 出液 やcaflleineを添 加 したm㏄k処 理 卵 抽 出液 と 同等 で あ った
(Fig.28B,"△R㏄QL4→Ex"and"△RecQL4+caff→Ex")。以上 の結果 よ り・R㏄QL4はDNA
複製 チ ェ ックポイ ン ト機 構 の活性 化 に関 与 して いるか 、あ るいは、DNA複 製 チ ェ ックポ
イ ン ト機構 が 引 き起 こす未 発火 の複製 開始 点 の抑制 や複製 フォー ク上のDNA複 製装置の
維持 に寄 与 して い る、 とい う可能性 が考 え られ た。 ここで示唆 され た 可能性 について以下
の実験 をお こな うことによ りさ らに検 討 した。
第10節RecQL4免疫 除去卵抽 出液 によるChk1のリン酸化 の変化
DNA複 製の進行 の障害時 にお いて、ArR依 存的 なChklのリン酸化 が起 こ りs期 チ ェ
ックポ イ ン ト機 構が活性 化す る ことが報 告 されて いる(Zhouetal,,2002;Zhaoetal.,2002)。
もし、RecQL4がs期 チ ェ ックポイ ン ト機構…の活性化 に関与 してい るのな ら、R㏄QL4免
疫 除去 卵抽 出液 中にお いてChklの リン酸化 は検 出 され ないはずで あ る。 この可能性 を検
討す るため 以下 の実 験 をお こな った。
解 析 を進 め るため に、抗 血清 を用 いてR㏄QL4を ア フ リカツ メガエル卵抽 出液 か ら除去
した(Fig.29A)。また 、抗R㏄QL4抗 血清 のか わ りに免疫 前血清 を用 いた もの をmock処
理抽 出液 と し、対照 として用 いた。得 られ た各卵抽 出液 に精子核DNAを 添加 し、実験 の
条件 に応 じてAPHま たはcat}feineを添 加後 、23℃で60分 間イ ンキ ュベ ー トし核画分 を単
離 した。 単離 した核画 分 中の リン酸化 型Chk1を抗 リン酸化型Chkl抗体 を用 いてwestern
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Fig.29RecQLA免疫除 去抽 出液 にお け るchklの リン酸化.A,各 卵 抽出液 中のRecQL4をwestem
blottingによ り検討 した、B.APHに よ り誘 起 され るChklの リン酸化 に対す るRecQL4免疫 除 去の
効果 をwesternbiottingによ り検討 した.
blottingによ り検 出 した(Fig.29B)。そ の結果、m㏄k処 理卵抽 出液 にお いてChk1のリン酸
化がAPH依 存 的 に起 こ り、 さ らに、 この リン酸化がArRIAエMの阻害 剤で あ るcaffeine
によって消失 す る ことが確 認 され た(Fig、29B,"mock")。この とき、RecQL4免疫除去卵抽
出液 のChklの リン酸化 の挙動 に 、m㏄k処 理卵抽 出液 と比 較 して 顕著 な違 いは観察 され
なか った(Fig.29B"△RecQL4")。これ よ り、RecQL4はArR-Chkl依存 的なチ ェ ックポイ
ン ト機 構 の活 性化 に関与 して いな い こ とが示唆 され た。
第11節RecQL4とDNA複製 開始点発火機構 との関係
初期段階に発火した複製開始点のDNA複 製フォークの進行に障害が生じると、ArR-
Chkl依存的なチェックポイント機構が活性化され、最終的にCDKの 阻害タンパク質で
あるp21が増加し、増加したp21が未発火の複製開始点の発火を抑制することにより細胞
周期を停止させることが知 られている(第2章 、第9節 参照)。もし、RecQL4がDNA複
製の進行の障害によって活性化されるチェックポイント機構によって誘発される未発火の
複製開始点の発火の抑制に関与しているのなら、複製開始点の新たな活性化を抑制した条
件下でDNA複製を再開させ、DNA複製活性を測定すればR㏄QL4の有無によって顕著
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Fig.30チェックポイン ト機構による複製開始点の抑制に対するR㏄QL4免疫除去の効果・A・実
験の概略。B.p21の共存により新たな複製開始点の活性化を抑制 した条件 ドで、APHの作用の
解除によるDNA複製の再開について検討した。
なDNA複 製活 性 の相 違が観 察 され るはずで ある。 した が って 、 この可能1生を検 討す る 目
的で以下 の実験 をお こな った。
解析 を進 め るため に、抗 血清 を用 いてRecQL4をア フ リカツ メガエル卵抽 出液か ら除去
した 。 また、抗RecQL4抗血 清の かわ りに免疫 前血清 を用 いた もの をm㏄k処 理抽 出液 と
し、対 照 と して用 いた。 得 られた 各卵抽 出液 に精子 核DNAお よびAPHを 添加 し、実験
の条 件 に応 じてcatifeineを添 加後 、23℃で60分 間イ ンキ ュベー トした ものか らクロマチ
ン画分 を単離 した。新 たな複 製 開始点 の発火 を抑制す る 目的で添 加 したp21を含 む卵抽 出
液 を単 離 した クロマ チ ンと混合 し、23℃ でイ ンキ ュベー トしDNA複 製活性 を測 定 した
(Fig.30A)。その結果 、mock処理 卵抽 出液 とR㏄QL4免 疫 除去 卵抽 出液 のDNA複 製活性
に顕著 な相違 は観察 され なか った(Fig.30B,"m㏄k"and"△R㏄QL4")。さ らに、caffeineを
処理 した卵抽 出液 のDNA複 製活性 がcaffeine未処 理 の卵抽 出液 のDNA複 製活 性 よ り有
意 に増加 して いた ことか ら、 この実験 系 にお いて 複製 開始点 の発 火頻度 の違 い を的確 に捉
えて いる ことが示唆 され た(Fig.30B,"mock+caffeine"and``△RecQL4+caffeine")。これ らの
結 果 よ り、RecQL4はDNA複 製 の進行 の障害時 にお いて新 たな複 製開始点 の発火 の調節
機購 には関与 して いな い こ とが示 唆 された。
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第12節RecQL4とDNA複製装置維持機構 との関係
最近、APHによるDNAポ リメラーゼの阻害によってDNA合 成を抑制してもMCM複
合体のヘリカーゼ活性によりDNA合 成に依存せずDNA複 製フォークの巻き戻しが持続
することが示された(Byunetal、,2005)。もし、RecQL4がDNA複製の進行の障害時にMCM
複合体の機能の調節を介してDNA複 製装置の維持機構に関与しているならば、MCM複
合体の活性を抑制した条件下でDNA複製を再開させ、DNA複製活性を測定すればRecQL4
の有無によって顕著なDNA複 製活性の相違が観察されるはずである。そこで、この可能
性を検討する目的で以下の知見を考慮して組み換えタンパク質を作成した。
酵母の2一ハイブリットスクリーニングと哺乳類細胞の抽出液を用いた免疫沈降の両方
の結果から、retinoblastoma(Rb)タンパク質のN末 端400アミノ酸の領域(RbL4〔n)とMcm7
のC末 端が相互作用することが観察された。さらに、アフリカッメガエル卵抽出液に組
換えRbμooタンパク質を添加すると内因性のMcm7の機能が阻害され、DNA複製が抑制
されることが示された(StemeretaL、1998)。また、Pacekらの卵抽出液無細胞実験系を用
いた詳細な解析から、Rbi"moはMcm7と相互作用することによって、MCM複 合体のクロ
マチンへの移行やクロマチン上のMCM複 合体の機能を阻害することが示された(Paceket
al.,2004)。これらのことより、2回 目のインキュベー ト時にRbl400タンパク質を添加 した
卵抽出液を用いれば、MCM複 合体の活性を抑制した条件下でDNA複 製を再開させるこ
とが可能であ り、示唆された可能性を検討するのに必要な知見が得られるのではないかと
考え、ヒトRbi400(hRbi400)タンパク質を発現 精製した(第5章 実験材料および方法参
照)。この組換えタンパク質を用いて以下の実験をおこなった。
解析を進めるために、抗血清を用いてRecQL4をアフリカツメガエル卵抽出液から除去
した。また、抗RecQL4抗血清のかわりに免疫前血清を用いたものをm㏄k処理抽出液と
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Fig.31McM複合体 の機能 を抑制 した条件 下でのDNA複 製 の再開。A実 験 の概 略。B.hRbl""x)に
よ りMCM複 合体 の機 能 を抑 制 した条件 下で 、APHの 作用 を解 除 した あ とのDNA合 成 活性 に
ついて検討 した.
し、対照 として用 いた。得 られ た各卵抽 出液 にAPHお よび精子核DNAを 添 加 し、230C
で60分 間イ ンキ ュベー トしクロマチ ン画 分 を単離 した。DNA複 製 の再 開後 に機 能す る
MCM複 合体 のヘ リカーゼ活性 を抑 制す る 目的 で添加 したhRbi400を含 む 卵抽 出液 または
対 照 とな る緩衝 液 を添 加 した卵抽 出液 を単離 した ク ロマチ ンと混合 し、230Cでイ ンキュ
ベ ー トした ときのDNA複 製活 性 を測 定 した(Fig.31A)。そ の結果、m㏄k処 理 卵抽 出液 で
はhRbi4。oの添 加 よ りDNA複 製活 性が抑 制 された の に対 し、hRbi400を添加 したR㏄QL4
免疫 除去 卵抽 出液 で は若 干のDNA複 製活 性が観 察 され た(Fig.31B,"m㏄k→m㏄k+Rbl400"
and"△RecQL4→mock+Rbi400")。これ よ り、R㏄QL4がDNA複 製装置 維持 機構 に関与 し
て いる可能性 が示 唆 され た。
RecQL4とDNA複製装置維持 機構 との関係 に関す る更な る知見 を得 るため に、APHに
よって誘 発 され る クロマチ ン結合 タ ンパ ク質 の挙 動 の変化 をRecQL4免疫 除去 卵抽 出液 を
用 いて観 察 した(Fig.32)。RecQL4免疫 除去卵 抽 出液 また はm㏄k処 理卵 抽 出液 にAPHお
よび精子 核DNAを 添加 し、23_Cでイ ンキ ュベ ー トした のち、経時 的 に ク ロマ チ ン画分
を単離 した・ 単離 した ク ロマチ ン画 分 のタ ンパ ク質 は、抗RecQL4抗体 、抗Rpa30抗体
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Fig.32APH処理時のRpa30およびPolaの挙動に対す るRecQL4の影響。A.m㏄k処理抽
出液(mock)およびRecQレ4免疫除去抽出液(△RecQL4)中のR㏄QL4、Rpa30およびPo1α
をwesternblottingにより検出 した。B,APHを添加 したm㏄k処 理抽出液(mock)および
R㏄QL4免疫除去抽出液(△RecQL4)中でのR㏄QL4、Rpa30およびPolαのクロマチン結
合についてwe蹴mblouingにより経時的に観察 した。
お よ び抗DNApolymeraseα(Po1α)抗体 を 用 い てwestemblottingによ り検 出 した 。そ の 結
果 、mock処 理 卵 抽 出 液 の 各 タ ンパ ク 質 の 挙 動 に、 未 処 理 の 卵 抽 出液 を用 い た 場 合 との 顕
著 な 違 い は 観 察 さ れ な か った(Fig.32B,"m㏄k")。一 方 、RecQL4免疫 除 去 卵 抽 出 液 か ら単
離 した ク ロマ チ ン画 分 にR㏄QL4は 観 察 さ れ な か っ た(Fig.32B,"△RecQL4"RecQL4)。こ
の と き 、Rpa30およ びPolαの ク ロ マ チ ン結 合 に 、m㏄k処 理 卵 抽 出 液 と比 較 して 僅 か な 増
加 が 観 察 さ れ た(Fig,32B,"△R㏄QL4")。この 増 加 は 、DNA複 製 の 進 行 の 障 害 時 にお け る
RecQL4によ るMCM複 合 体 の 調 節 が 破 綻 した こ と に よ り、 過 剰 なDNA複 製 フ ォー クの
巻 き 戻 しが 誘 発 され た 結 果 で あ る と考 え られ た 。
以 上 よ り、DNA複 製 フ ォー一ク が 何 らか の 障 害 に遭 遇 した 際 に 、RecQL4はMCM複 合
体 の 機 能 を調 節 し、 これ に よ り正 常 なDNA複 製 の 再 開 の た め のDNA複 製 装 置 の維 持 に
寄 与 して い る こ とが 示 唆 され た 。
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第4章 考察
高等真核生物では、5種類のR㏄Q型 ヘリカーゼの存在が知 られている。これらをコー
ドする遺伝子のうち、BLM、WRN、RecgL4は、それぞれブルーム症候群(BS)、ウェ
ルナー症候群(WS)、ロスモン ドー トムソン症候群(RTS)の原因遺伝子である。
これらの遺伝病患者の細胞では共通して染色体異常を生じるが、それらの異常の特徴は
各遺伝病によって異なる。BS患者細胞では、高頻度の姉妹染色分体交換の他、四軸交換
などの充進も見られる。WS患 者細胞では、遺伝子の欠失や転座が充進している。また、
RTS患者細胞では染色体の倍数体化が頻発することが知 られている。このことから、各
RecQファミリータンパク質は染色体の安定化や分配、DNA修復の異なる場面でそれぞれ
の機能を果たしていることが示唆されている。本研究では、これ ら3種 のRecQファミリ
ータンパク質の中で特に解析が遅れているRecQL4のDNA複製 ・修復への関与を検討し
た。
DNA二本鎖切断修復におけるR㏄Q]L4の機能
本 研 究に よって、RecQL4がDNA二本鎖切 断(DSB)修復機 構 で機 能す るこ とが 「DSB
に よってDNA複 製 に依存 しないRecQL4のク ロマ チ ン結合 が誘発 され る」、 「DSBによっ
て誘 発 され たR㏄QL4の ク ロマ チ ン結合 はRP,へに依存す る」とい う結果 よ り示唆 された。
これ らの結果 は、DSBに よって誘 発 され るRecQL4のク ロマ チ ンへ の結合 が、DNA複 製
中に誘 発 され るRecQL4のクロマ チ ン結 合 とは異 な る機構 で誘 起 され てい る こ とを示唆す
る。 さらに、RPAはDSBの 生 成 に際 して、DSBの 認識 よ りもむ しろ修 復経路 の初期 の段
階 に機能す る と考 え られ るた め、DSBに よって誘 発 され るR㏄QL4の クロマ チ ン結 合が
RBへに依存 す るこ とは、R㏄QL4がDSB修 復で機 能 して い る ことを示唆 して い る。 この
・1能性は、RecQL4免疫 除 去卵 抽 出液 にお け るYH2AXの消 失 の遅 延 が 初期段 階で顕 著 で
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あった結果 か らも窺 える(Fig.25B)。
現在 までに、DSB修 復機 構 はRad51依存的 な相 同組み 換 え修 復機構(HRR;homologous
recombinationrepair)と、Ku70/80複合 体 とDNA-Pkcsに依存 した非相 同DNA末 端結 合修
復(NHEJ;non・homologousend-joiningrepair)の2種類 の機 構 が存在 す る と考 え られ てい る。
本 研究 で用 いた条 件 にお い て も、EcoRIを添加 した卵抽 出液 中の ク ロマ チ ン上 にRad51
お よびKu70が結合 す るこ とが観察 され た。
HRRとRecQL4の関係 につ いて
DSBに よって誘発 され たRecQL4のクロマチ ン結 合 が、HRRに おいて必須 な機能 を担
うRRへ に依存 して い るこ とが示唆 された ことか ら(Fig.17B)、RecQL4はHRRに関与 し
て い る可能性 が考 え られ た。 さ らに近 年 、 ヒ ト培 養細 胞 を用 いた最近 の研 究 にお いて、エ
トポ シ ドによって誘発 され たDNA傷 害時 にR㏄QL4とRad51が共局在す るこ とが示 され
た(Petvoicetal.,2005)。そ こで、DNA傷 害に よって誘発 され るRad51の核 局在形 成能 を
抑 制 す るこ とがHeLa細 胞 に お い て示 され た組 換 えhBRC4(GST-hBRC4)を用 い て 、
RecQL4のク ロマチ ン結合 に対す る影響 を検討 した。 そ の結 果 、ア フ リカ ツメガエル卵抽
出液 無 細胞 実,験系 にお い て もGST-hBRC4はRad51のク ロマ チ ン結 合 を抑 制 した が、
R㏄QL4の ク ロマチ ン結合 に対す る影 響 は観察 され なか った(Fig.20)。さらに 、chIP法に
よ る解析 よ り、DSBに 応 じて ク ロマ チ ンに結合 したRecQL4の近傍 にRad51が結合 して
いな い こ とが示 唆 され た(Fig.23)。これ らの結果 よ り、R㏄QL4は 「HRRにお いてRPA
の下流か らRad51の上流 の問で機能す る」、 も しくは 、 「Radslに依存 しないDSB修 復経
路で機 能す る」 こ とが示 唆 され た。
さらに、 ヒ ト培 養 細胞 の抽 出液 を用 いた免疫 沈 降に よっ てRecQL4とRad51が相 互作
用す る ことが示 され てい るが(Petvoicetal.,2005)、ア フ リカツ メガエ ル卵抽 出液 を用 いた
場合 には、RecQL4とRad51の相 互作 用 は観察 され なか った(Fig.24)。これ らの結果 の相
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反 は、 ヒ トとカエル の生物 種の違 いや、胚 細胞 と体 細胞 の細胞種 の違 い に起因 して い るの
か も しれ な鵬 も しくは、XenopusRecQL4がHRRのみな らず ・他 のDSB修 復経 路 に も
関与 しており、切断されたDNAの 構造や細胞周期の状態などによって使い分けられてい
る可能性も考えられる。すなわち、本研究においてとくに注 目しているRecQL4のクロマ
チン結合が、HRRと は異なる経路に関わるものであるとい うことなのかもしれない。
RecQL4免疫除去卵抽出液におけるyH2Axの消失の遅延がDsB修復の初期段階で顕著に
観察されたのに対 して、R㏄QL4のクロマチン結合がKu複 合体のクロマチンからの解離
のあとで顕著に観察されることからも、RecQL4がDSB修復において複数の役割を果た
すことを推測できる(Fig.25B)。
NHEJとR㏄QL4の関係 について
DsBに よ って 誘 発 され たR㏄QL4の ク ロマ チ ン 結 合 は 、wortmanninの処 理 に よ って 減
少 し、 そ の 効 果 はcatfeine処理 の 効 果 よ りも顕 著 で あ っ た(Fig.21B,"lane7-9"〉。
この 実 験 結 果 で はDSBに 応 じたRpa30の バ ン ドシ フ トも認 め られ る。 この バ ン ドシ フ
トはcaffeineの処 理 に よ っ て も影 響 を受 け な い が 、wortmanninによ っ て ほ ぼ 完 全 に 抑 止 さ
れ た。HeLa細 胞 で発 現 して い るRRへ のs㏄ondsubunit(XenopusRpa30に相 当)で もDSB
誘 発 時 に 同様 の バ ン ドシ フ トが確 認 され て お り、この バ ン ドシ フ トがRPAのs㏄ondsubunit
のhyperphosphorylationに起 因 す る こ とが 示 され て い る。 さ らに 、このhyperphosphorylation
に は 、DNA-PKの 活1生が 必 須 で あ るが 、ArMの 機 能 は 必 須 で は ない こ と も報 告 され て い
る(Wangetal.,2001)。した が っ て 、 この 実 験 系 に お い て も、wortmanninはDNA-Pkcsを
効 率 よ く阻 害 し、caffeineはDNA-PK活性 に ほ とん ど影 響 を与 えて い な い と考 え られ る。
一 方
、DSBの 誘 発 に よ るDNA複 製 の抑 制 は 、caffeine感受性 の チ ェ ック ポ イ ン ト機 構
に依 存 す る こ と(Kobayashietal,,2002)、DNAの断 端 を持 つ 直 線 状 の プ ラ ス ミ ドの 添 加 に
よ っ て 、ATM依 存 的 な チ ェ ッ クポ イ ン ト機 構 が 活性 化 され る こ と(Costanzoetal.2000)が、
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ア フ リカツ メガエル卵抽 出液 を用 いた 同様 の実験 系で これ まで に示 され てい る。 したがっ
て、caffeine、wortmaminの両者 ともにDSBで 誘 発 され るDNA複 製 の抑制 を効 率 よく解
除 した こ とよ り(Fig.21A,"EcoRI")、今 回 の実験の条件 下で もcaffeineおよびwortmannin
がATMを 効 率 よく阻害 している こ とが確認 され た。
す なわ ち、上記 のcaflleineおよびwortmannintこよる効果 に違い は、DSBに応 じたRecQL4
の クロマチ ン結合 がDNA-PKの機 能 とArM依 存 的なチ ェ ックポイ ン ト機 構 の両者 に依存
す る こ とを示唆 してい る。 さらに、DSBに よって誘 発 され るR㏄QL4の クロマ チ ン結 合
がwortmanninの処理 によって も完全 には阻害 され な いため、DSBに よって活/生化 され る
ArMま たはDNA-PKの機 能 はRecQL4のク ロマチ ン結合 に必須で は ない と推測 され る。
これ よ り、RecQL4はDsB誘発時 に ク ロマ チ ンに弱 く結合 したのち、ArMまた はDNA-PK
の機 能 に よっ て安 定 にク ロマチ ン上 に維 持 され るよ うにな るとい う可能 性 が考 え られ る。
本研 究 のChlP法を用い た実験結果 か ら、Ku70とRecQL4が共沈 降す る ことが確認 され
た(Fig,23)。この結 果 よ り、RecQL4がDSB部位 に結合 したKu70/80複合 体 の ごく近傍
に結 合 して い るか、DSB誘 発時 にKu70/80複合体 と相 互作用す る こ とが示唆 され た。 一
方 、RPA非存 在 下 また はwortmamin処理 時 には、DSBに よ り誘 起 され るRecQL4のクロ
マチ ン結 合 が消失 または減 少 したが 、 この ときのKu70の クロマ チ ン結合 に顕 著 な変化 は
観 察 され なか った(Fig」7Band21B)。また、R㏄QL4免疫 除去卵抽 出液 にお け るKu70の
挙動 は 、mock処理卵抽 出液 の挙動 と比 較 して顕著 な変化 は観 察 され なか った(Fig.25B)。
これ らの結果 よ り、R㏄QL4がKu70/80複合 体 の下流で機 能 してい るこ とが示 唆 され た。
以上の結果は、RecQL4がDSB修復機構、とくにNHEJにおいて機i能することを示唆
するものであると同時に、R㏄QL4が複数の修復経路にまたがってDSB修 復に関与する
可能性を提示していると考えられる。 したがって、R㏄QL4はDSB修復において重要な
役割を担うことでゲノム安定性維持機購 に積極的に関与すると推測された。
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DNA複製の障害に対するR㏄QL4の機能
DNA複 製 の 障 害 に対 す る応 答 反 応 へ のRecQL4の関与
APHは、DNA複 製 に関与す るDNAポ リメ ラーゼ を阻害す るDNA複 製 阻害剤で ある。
したが って、APHの 処 理 によ ってDNA複 製 フォー クの進行 が障害 を受 け る。R㏄Qフ ァ
ミリーDNAヘ リカー ゼのひ とつBLMは 、 このよ うなDNA複 製停 止か らの回復 に重 要な
役割 を果 た して いる と考 え られ て いる。そ こで、同様 の機 能がRecQL4にも存在す るか を
確 か め るため、DNA複 製 フ ォー クの進行 の障害か らの回復 過程 にお けるR㏄QL4の 寄与
を検 討 した。
まず 、DNA複 製 フォー クの停止 によ ってRecQL4の挙動 が変化 す るのか否か を検討 し
た ところ、APHの共 存 によ ってRecQL4のクロマチ ン画分 へ の蓄 積が観 察 され た(Fig.26A,
``APH")。
APHの処理 によ りチ ェ ックポイ ン ト機構 が活性化 す る ことが知 られて いるため 、caffeine
を添 加 す る ことでチ ェ ックポイ ン ト機購 を阻害 し、 この条件 にお けるRecQL4の挙 動 につ
いて検 討 した。その結果 、APH処 理 によ り引き起 こされ たRecQL4の蓄 積は、ca衡ne共
存下 にお いて さ らに増加 した(Fig.26B,"caff')。これ よ り、APHによ って誘 発 され るRecQL4
のク ロマチ ン結合 は、DNA複 製 フ ォー クの停 止 によ り活 性化 され るチ ェ ックポ イ ン ト機
構 に よ り抑 制 を受 ける ことが示 唆 され た。
APH処 理 によ るRecQL4のク ロマ チ ンへの結合 が、DNA複 製依 存 的で ある ことを確認
す る ため に、卵抽 出液 にDNA複 製 の内因性阻害 タ ンパ ク質で あ るgemininを添 加 した。
卵抽 出液 にgemininを添加 す る と、DNA複 製開始 に必須 なMCMタ ンパ ク質複 合体 のク
ロマチ ンへ の結合が 阻害 され るためDNA複 製 を開始す る こ とが で きな くな る(McGarry
andKirschner,1998;Tadaetal.,2001;Wohlschlegeletal.,2000)。この条 件下 で、APHに よ っ
て 誘 発 され るR㏄QL4の ク ロ マ チ ン結 合 が 消 失 し た こ と か ら(Fig.26B,"gem"and
"gem+caff')、APHの 処理 に応 じたRecQL4のクロマ チ ン結 合がDNA複 製 に依 存 して いる
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ことが確認された。
これ らの結果より、DNA複製フォークが何らかの障害に遭遇 した際にR㏄QL4が機能
することが示唆された。
DNA複 製 フォー ク停 止 か らの 回復 にお け るR㏄QL4の 機 能
APHに よって誘 発 され たR㏄QL4の クロマチ ン結 合 の意義 を解 析す る 目的で 、RecQL4
免疫除 去卵抽 出液 を用 いてAPHに よるDNA複 製 フ ォー クの進行 の障害か らの回復過 程
にお け るDNA合 成 量 の経 時的変 化 を検討 した。 そ の結果 、R㏄QL4非 存在時 には 、DNA
複製 の再開 に際 してDNA複 製速度 の充進 が観 察 され た(Fig.27B,`t△R㏄QL4→△RecQL4")。
す なわ ち、R㏄QL4がDNA複 製 フォー クの進 行 の障 害か らの回復過程 にお いて何 らか の
機能 を果 た してい る ことが示唆 され た。 さらに、 このDNA複 製速度 の充進 が 、DNA複
製 フォー クが停 止 した際 のR㏄QL4の 機能 の欠損 に 由来 す るのか 、あるいはDNA複 製停
止 か らの回復 時 にお けるR㏄QL4の機能 の欠損 に由来 す るの かを検 討 した。そ の結果 、DNA
複製停止 か ら回 復 させ る際 に用 い る卵抽 出液 でのR㏄QL4の 有 無 に関 わ らず 、APH処 理
したRecQL4免疫 除去 卵抽 出液 か ら単離 した クロマチ ンを用い た場合 にDNA複 製速 度の
冗進 が観 察 され た(Fig.27B,"△RecQL4→m㏄k")。これ らの結果 よ り、DNA複 製 フ ォ 一ーク
の進行 の障害 に際 して、RecQL4は停止 したDNA複 製 フ ォー ク上の複製 装置 を正 常 に維
持す る働 きを もつ、 とい う可能性 が考 え られ た。
ア フ リカ ツ メガエ ル の卵 抽 出液 にお いてAPHに よ るDNA複 製阻害 によ って 、ArR依
存性 のチ ェ ックポイ ン ト機 構が活 性化 される ことが 報告 され てい る(Kumagaietal,,1998)。
そ こで、ArRを 阻害す るcaffeineによ るDNA複 製 の再 開へ の影響 について検 討 した。そ
の結果 、RecQL4非存在 時 に観察 されたDNA複 製速度 の充進 と同様の現象 が 、caffeineを
添加 した卵抽 出液 で も観 察 された(Fig.28B,"m㏄k+caff→Ex")。
一 方、RecQL4免疫 除 去卵抽 出液 で観 察 され たDNA複 製 の再 開にお けるDNA複 製 の充
進 は、cafiieineの添加 に よって も充進 され なか った(Fig.28B,tl△RecQL4+caff→Ex")。以 上
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の結果より、RecQL4はDNA複製チェックポイント機構の活性化に関与しているか、あ
るいは、DNA複 製チェックポイント機構が引き起 こす何 らかの現象に必須である、と考
えられた。DNA複 製フォークの進行の障害に伴いに活性化されるチェックポイン ト機構
は停止したフォーク上におけるDNA複 製装置の維持と密接な関連があることが予想され
ている。すなわち、以上の結果はR㏄QL4が停止したDNA複 製フォーク上の複製装置を
正常に維持する働きをもつ、という仮説に矛盾 しない。
そこで、R㏄QL4がDNA複 製チェックポイン ト機構の活性化に関与 している可能性を
検討する目的から、その滑性化の指標 となるChk1のリン酸化についてRecQL4免疫除去
卵抽出液を用いて検討 した。その結果、核内の リン酸化型Chklの量に、RecQL4の有無
による顕著な変化は観察されなかった(Fig.29B)。これより、RecQL4がAPHによって誘
発されるDNA複製チェックポイン ト機構の活性化には関与していないことが示唆された。
APH処理によって誘起されるDNA複製チェックポイン ト機構が、未発火の複製開始点
の活性化を抑制することが知られている。そこで、この抑制にR㏄QL4が関与 している可
能性について次に検討 した。複製開始点の活1生化に必須なCDK活 性を阻害するp21によ
って未発火の複製開始点の活性化を抑制した条件下で、APH処理後に単離 した核におけ
るDNA複 製活性を測定した。その結果、catiieineによるAPH処理卵抽出液中の複製開始
点活性化の充進が認められたが、RecQL4の有無に起因する顕著な変化は観察 されなかっ
た(Fig.30B)。これより、DNA複製チェックポイン ト機構による複製開始点活性化の抑制
にR㏄QL4は関与 していないことが示唆された。
最後に、R㏄QL4がDNA複製フォーク上のDNA複 製装置の維持に関与 している可能
性について検討 した。まず、RecQL4とDNA複製装置を構成するタンパク質 との関係を
確認するために、APH処理時のRpa30およびPolαのクロマチン結合を観察 した。その結
果、RecQL4免疫除去卵抽出液におけるRpa30およびPolαのクロマチン結合は、m㏄k処
理卵抽出液と比較 して若干増加していた(Fig32)。最近、APHによるDNAポ リメラーゼ
阻害によってDNA合 成を抑制してもMCM複 合体のヘリカーゼ活性によりDNA複 製フ
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オー クの巻 き戻 しが持続す る ことが 示 された(Byunetal,,2005)。今 回 の結 果 と以 前の知見
よ り、APH処 理時 にR㏄QL4がMCM複 合体 の機能 を調 節す る ことでDNA複 製 フォー ク
の過 剰な巻 き戻 しを抑制 し、正常 なDNA複 製の再開 を補 助 して い る可 能性 が考 え られ た。
そ こで、 クロマチ ン上 に結合 したMCM複 合体 の機 能 を阻害す る ヒ トRbタ ンパク質のN
末側 断 片(hRbi4〔n)を組 換え タ ンパ ク質 と して作成 し、R㏄QL4の 有 無 に よる作 用の違 い
につ いて検 討 した。そ の結 果、mock処理卵抽 出液 ではhRbi400を添加 す る ことによ りDNA
複 製活性 が ほぼ完全 に抑制 され た の に対 し、hRbi400を添 加 したRecQL4免疫 除去 卵抽 出
液 で は若 干 のDNA複 製活 性が 観察 され た(Fig.31B,"m㏄k→m㏄k+Rbi400","△RecQL4→
m㏄k+Rbi400")。
したが って、DNA複 製 フォー クが何 らかの障害 に遭遇 した際 に 、R㏄QL4はMCM複
合体 の機 能 を調節 し、 これ に よ り正 常 なDNA複 製 の再開 のため のDNA複 製装 置の維持
に寄与 してい る ことが示唆 され た。
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第5章 実験材料および方法
第1節 実 験 材 料
ア フ リカ ツ メガ エル
ア フ リカツ メガエル(Xenopuslaevis)の雌 を卵採 取 用 として使 用 した。 また、雄 は精子
核DNAを 採 取す る 目的で使用 した。
抗 体
1.anti-xRecQL4antibodyは、 当研 究 室で作製 された もの を使 用 した(董 修 論)。
2,anti-xRpa30antibodyは、 山 口大学 大学 院理学研究 科 室伏 博士 よ り恵 与され た。
3.anti-xRpa70antibodyは、 山 口大学 大学 院理学研 究科 室伏 博⊥ よ り恵 与された。
4.anti-xRad51antibodyは、大 阪大 学微 生物病研 究所 前嶋 博士 よ り恵 与 され た。
5.anti-xWRNantibodyは、大 阪大学 生命機能研究 科 和賀 博士 よ り恵与 された。
6.anti-xMcm6antibodyは当研 究室 で作 成 された もの を使用 した。
7.anti-hYH2AXantibodyは、Upstateより購入 した。
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8.anti-hH3antibodyは、Upstateより購 入 した 。
9.anti-hKu70antibodyは、Neomakerよ り購 入 し た 。
10.anti-phosphorylatedhChklSer345antibodyは、CellSignalingより購 入 し た 。
第2節 組み換えタンパク質の発現と精製
2.1hBRCA2のBRC4
293E細胞 か ら得 られ たcDNAを 鋳 型 と し、4本 の プ ライ マ ー(hBRC4-F;5'-GAAAGTGT
CCCAGTTGGTACTGGAAATCAAC-3'、hBRC4-R;5'-CTGCATTTCrTTACACTTTGGGGC
AGC-3'、EhBRC4-F;5'-CCTTCCAGGGAGGArCCGAACGTGArG-3'、EhBRC4-R;5'-GArC
TCGAGGGTCTCTCTCATGCTAArTC-3')を用 いてPCRを お こ な い 、hBRCA2のBRC4
ドメイ ン を増 幅 した 。 増 幅 さ れ た 産 物 は 反 応 系 にdArP、rTaqDNAポ リ メ ラー ゼ(Takara)
を加 え る こ と に よ り3'末端 に ア デ ニ ン を付 加 した 後 にLigationKitver.2(Takara)を用 い て
pGEMT-easyv㏄tor(Promega)に挿 入 した 。DNA配 列 はBigDyeTerrninatorv3.OCycle
SequencingKit(ABDをも ち いて 、ABIPRISM310geneticAnalyzer(ABI)によ り決 定 した 。
得 られ た 挿 入 部 位 をBamHI、Xholで切 り出 し た の ち 、 挿 入 部 位 とBamHI、X『hoIによ って
切 断 され たpGEX4T・3(AmershamPha1macia)を混 合 し、LigationKitver.2を用 い て 両 者
を連 結 した 。 得 られ た プ ラス ミ ドに よ り大 腸 菌(BL21(DE3)c(Xienplus)(STRArAGENE)
を 形 質 転 換 し 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 発 現 し た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、Glutathion-
Sepharose4B(AmershamPharmacia)を用 い て 精 製 した 。 これ に よ り得 られ たhBRCA2-
BRC4タ ンパ ク質 を 実 験 に使 用 し た。
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2.2hRbのN末 端400ア ミ ノ酸
293E細胞 か ら得 られたcDNAを 鋳型 と し、2本のプ ライマー(hRb】-400-Fl;5'-GAAAGq
ArCCArGCCGCCCAAAACCCCCCG-3'、hRbl-400-Rl;5'-AArACTCGAGCAGATTTTCT
GAAG(]iTTGATCACTTGCAG-3')を用 いてPcRを お こな い、hRbのN末 端 側400ア ミ ノ
酸 に相 当す る 領 域 を増 幅 した 。 増 輻 され た 産 物 は 、 反 応 系 にdArPとrTaqDNAポ リ メ ラ
ー ゼ(Takara)を加 え る こ と に よ り3'末 端 に ア デ ニ ン を 付 加 した 後 にLigationKitver.2
(Takara)を用 いてpGEMT-easyvector(Promega)に挿 入 した 。DNA配 列 はBigDyeTerminator
v3.OCycleSequencingKit(ABI)をもち いて 、ABIPRISM310geneticAnalyzer(ABI)によ り
決 定 した 。得 られ た プ ラス ミ ドの 挿 入 部 位 をBamHI、Xhelで切 り出 した の ち 、BamHI、XhoI
に よ って 切 断 さ れ たpGEX4T-3を混 合 し、LigationKitver.2を用 い て両 者 を 連 結 した 。 得
られ た プ ラ ス ミ ドに よ り大 腸 菌(BL21(DE3)pLysS)を形 質 転 換 し、 タ ンパ ク質 を発 現 し
た 。 発 現 し た 可 溶 性 タ ンパ ク質 は 、Glutathion-Sepharose4Bを用 いて 精 製 した 。 これ に よ
り得 られ た組 換 え タ ンパ ク質(hRbI400)を実 験 に使 用 した。
2.3Geminin
Gemininは当研 究 室で作 成 された もの を使 用 した(渡 辺修論)。
2.4p21
p21は当研究 室 で作成 された ものを使用 した(青 木 卒論)。
第3節 タンパク質の挙動の解析
3.1westernblotting
検体 をSDS-PAGEに展 開 した後 、転写 用bufferを満 た した水槽 型 の転写装 置 を用いて
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ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 中 に泳 動 さ れ た タ ンパ ク質 をPVDFフ ィル ター(HyBond-P,
Amersham)に電 気 的 に転写 した。PVDFフ ィル ターへ の転 写 は30Vの 電圧 をか けて10
時間 以上 をか けてお こな った。通 常 、検体 はpre-stainedmolecularweightmarker(Bio-Rad)と
共 に電気泳 動 し、電気泳 動ゲル 中の分子 量 と移動 度 の関係 につ いて確認 した。転 写後の フ
ィル ター を1%skimmilk,Tween20/PBSに浸 して1時 間振 盟後、Tween20/PBSで洗浄 して
か ら1%BSA,Tween20/PBS中で抗 血清 と室温下 、1時 間 、振盈 しな が ら反応 させた。 こ
のPVDFフ ィル ター をTween20/PBSで良 く洗浄 した後 、同緩衝液 で2 ,000倍に希釈 した
ペル オキ シダーゼ(HRP)融合型抗rabbitIgG抗体 、抗mouseIgG抗体 また はProteinA
(Amersham)と室温 下、1時 間、振塗 しな が ら反応 させた。 反応後 、 さらにTween20/PBS
で よ くフィル ター を洗浄 し、ECLkit(Amersham)を用 いて化学発光 させ 、X線 フィルム を
用 いて これ を検 出 した。
1転 写 用buffer
O.24%Tris、ll.5%glycin、0.08%SDS、20%methanoI
2Tween20/PBS
137mMNaCl、2.68mMKCI、8.04mMNa2HPO4、1 .47mMKH2PO4 、
0.05%Twecn20
第4節 アフリカツメガエル卵抽出液を用いた解析
4.1ア フ リカ ツ メ ガ エル 卵抽 出液 の 調 製
ア フ リカ ツメガ エル の産卵 を誘導 す るため 、採 卵す る1週 間 前 に50U/匹のPMS(血清
性性 腺刺 激ホ ルモ ン[濾 胞刺激 ホル モ ン:FSH])(日本全薬工 業株式会 社)を 皮下投与 した。
採 卵前 日に500U/匹の コ リホル モ ン(胎 盤性 性腺刺 激ホル モ ン)(日 本全 薬 工業株 式会社)
を皮下投 与 し、一 匹あた り2LのmOdifiedhighsaltbarth(MHSB)中で飼 育 した。採卵後、
良 質 と思 われ る卵 を選 び・システイ ンバ ッ ファー を用 いて寒 天質 を除去 した。そ の後high
saltbarth(HSB)および冷却 したUEBを 用 いてそ れぞれ3回 ずつ洗 浄 した。洗 浄後、卵 を
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15mL遠心管 に移 し、30001pm,4℃,1分間遠 心 した。 上清 及び表面 の 白い卵 を除 き、再
び10,000rpm,40C,10分間遠心 した。遠心 後、 中央部 の ク リーム色 ～黒褐 色の層 だけを趨
遠 心用 チ ュー ブに回収 し、最終濃 度10ptg/rnLのサイ トカ ラシ ンBと15%容 量 のEDB-S
を加 えて 良 く混和 した。 これ を30,000rpm、20分間、4℃ で超遠 心機 を用 いて遠 心 し、中
央 の透 明の層 のみ を回収 した。 回収 した卵 抽 出液 を30μmの メ ッシ ュサ イズ のナイ ロン
メ ンブ レンで濾過 し、1/100容量の グ リセ ロール を加 えて混和 した。その後 、抽 出液 を20μ1
ず つ液体 窒素 中 に滴下 して 凍結 した後 、液体窒 素保 存容器 中で保 存 した。
LMHSB
llOmMNaCl、15mMTris-HCIpH7.6、2mMKCI、lmMMgCl2
2,シ ス テ イ ン バ ッ フ ァ ー
2%cystein、lmMEGTA、NaOHでpH7.5に 調 製
3.HSB
l10mMNaCI、15mMTris-HCIpH7.6、2mMKCI、lmMMgSO4、
2mMNaHCO,、0.5mMNa2HPO4
4.UEB
50mMKC1、50mMHEPES-KOHpH7.6、5mMMgC12、5mMEGTA、
2mM2-mercaptoethanol(2-ME)
5,EDB-S
50mMKCI、50mMHEPES-KOHpH7.6、2mMdithiothreitol(DTT)、0,4mMMgCl2、
0.4mMEGTA、10%sucrose、10μg/mLpepstatinA、10ptg/mLleupeptin
6,サ イ トカ ラ シ ンB
lOmgtmLに な る よ う にDMSOに 溶 解 し 、-20℃ で 保 存
7.EB
50mMKCI、50mMHEPES-KOHpH7.6、5mMMgCl2、2mM2-ME
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4.3アフリカツメガエル精子核DNAの 調製
アフリカツメガエルのオスか ら精巣を摘出した。摘出した精巣をEBの 入った培養皿
に入れ、血管や脂肪組織 を取り除いてから新しいEBの 入った培養皿に移 した。精巣を細
かくきざんだ後、ホモジナイザーに移し、1045回ホモジナイズした。得られたホモジネ
イトを25μmのナイロンメンブレンで濾過し、濾液を2,500rpm、40Cで5分間遠心した。
得られた沈降画分を室温のSuNaSpで懸濁した。得られた懸濁液に終濃度100μg/mLのリ
ゾレクチンを加え、室温で5分 間放置することにより脱膜をおこなった。脱膜が十分に進
行しているかについてはヘキス ト33258によるDNAの 蛍光染色と位相差顕微鏡観察によ
り確認した。95%以上の核が脱膜されていることを確認したのち遠心 し、沈降画分を3%
BSA、SuNaSp2mLで懸濁することで脱膜の反応を停止した。再度遠心し、沈降画分を30%
glycerol/EBに懸濁 した。一部を取り、EBで希釈したのち、1μLあたりの精子核DNAの
数を顕微鏡 ドで数えた。終濃度1-2XlO5精子核/μLとなるように調整し、-80。Cで保存し
た。
1,EB
50mMKCI、50mMHEPES-KOHpH7.6、5mMMgCl2、2mM2-ME
2.SuNaSp
O.25Msucrose、75mMNaC1、O.5rnMsperrnidine、0.15mMspermine
3.リ ゾ レ クチ ン
2mg/miにな る よ う にイ オ ン交 換 水 に溶 解 し、-20℃で 保 存
4.ヘ キ ス ト33324
2mg〆mLにな る よ う に イ オ ン交 換 水 に溶 解 し、-200Cで保 存 。2,000倍に
希 釈 して 使 用 。
4.4卵抽出液反応系におけるDNA合 成量の測定
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卵抽 出液 に1/40容量 のe.r.およびCHX、1.85kBq/μLの[α一32PユdArPを添 加 し、精子核
DNAを3ng　μLextractとな るよ うに添 加 したの ち・230Cで90分間か ら180分間イ ンキ 邑
ベ ー トす る ことでDNA複 製反応 を進行 させ た。そ の後 、0.2mg/mLproteinaseKを含 む top
Csolutionを加 えて反応 を停 止 し、 よ く混 合 してか ら370Cで30分間以上イ ンキ ュベー ト
した。イ ンキ ュベ ー ト後 、10%TCAsolutionを加 え さ らに4℃ で30分 間以 上置 く ことで
酸不溶性 画分 を沈 降 させ た。この沈 降物 を25mmGFICdisc(Whatm㎝)を用 いて捕集 し、
5%TCAsolution、ethanolでGF/Cdiscを洗浄後 、乾 燥 させた。乾燥 したGFICdiscをイオ
ン交換 水 に浸 し、捕 集 された放射活 性 をチ ェ レ ンコ フ法 によ り測定 した。
1.eエ
lMphosph㏄reatin、0.6mg/mlLcreatinphosphokinase
2.CHX
lOmg/mLcycloheximide
3.stopCsolution
20mMTlis-HCIpH7.5、5mMEDTA、0.5%SDS
4.10%TCAsolution
lO%TCA、2qoNa4P20710H20
4.5卵 抽 出 液 反 応 系 か らの ク ロマ チ ン画 分 の単 離
DNA合 成量 の測 定 の場合 と同様 に卵抽 出液 中 に、e.r.、CHX、精了核DNAを 添 加 しイ
ンキ ュベー トした 後、TMB中 に懸濁 した。15%sucrose/TNIBを下 層 に敷 き、10,000rpm、
5分 間、4。Cで遠 心 した。遠 心後 、最 下部の層 を残 してそ れ以外 を取 り除 き、 さ らにTNIB
を加 えて混和 し、14,000rpm、5分間、40Cで遠 心 した 。そ の後 、上清 を取 り除 き、沈降
画分 をク ロマ チ ン画 分 とした。
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1.eエ
lMphosph㏄reatin、0.6mg/rnLcreatinphosphokinase
2.CHX
lOmg/mLcycloheximide
3.TNIB
50mMKCI,50mMHEPES-KOHpH7.6、2mMDTTO5mM
spermidine、0.15mMspermine、1μg/mLpepstatinA、1μg/mL
leupeptin、0.1%TritonX-100
4.6免 疫 除 去 抽 出液 の調 製
proteinA-SepharoseFastFlow(Amersham)を100mlVIHEPES-KOH,pH8.0で3回洗浄 し
た後 、抗 血清 を添加 し、室温で1時 間 反応 させ るこ とで抗体 をproteinAに結合 させた。
反応 後 、100mMHEPES-KOH,pH8.0で3回洗 浄 し、500μMPMSFを 含 む100mM
HEPES-KOHpH8.0に懸濁 した後 、撹俘 しな が ら室温で15分 間置 いた。 そ の後 、LFB2/50
で5回 洗浄 す る ことで抗体結 合proteinA-Sepharoseを得 た。得 られた懸濁 液 か ら緩衝液 を
出来 る限 り除 いた後、卵抽 出液 と混 合 し、撹搾 しなが ら4℃ で1時 間イ ンキ ュベー トした。
30μmナ イ ロ ンメンブ レンフィル ター を用 いて濾過す る ことによ りproteinA-Sepharoseを
除いた もの を免疫 除去抽 出液 と した。
1,LFB2/50
40mMHEPES-KOHpH8.O、20mMK-PipH8.0、lmMEGTA、2mM
DTT、10%sucrose、50mMKCI、2mMMgCl2、2.5mMArP、1μg/mL
pepstatinA、1μgg/mLleupeptin
4.7免疫 沈 降
1⑪μLの卵抽 出液 を40μLEBで希釈 後 、3μLの免疫 前血清 または抗xRecQL4抗血清 を
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添 加 し氷 上 で2時 間 イ ンキ ュ ベ ー トし、10ptLproteinA-SepharoseFastFlow(Amersham)と
混 合 した の ち 、さ ら に撹 坤 しな が ら40Cで1時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。イ ンキ ュ ベー ト後 、
RrPAで8回 洗 浄 し、30μLの2.5×loadingbufferforSDS-PAGEと混 合 後 、 溶 出 され た タ ン
パ ク 質 を 免 疫 沈 降 画 分 と した 。
1.RIPA
lOmMT且s-HCIpH7.4,150mMNaCl,5mMEDTA-NaOHpH74,1%TritonX-100,1%
deoxycholicacid,0.1%SDS、1μg/mLleupeptin,andlμg/mLpepstatinA
4.8Chromatin・immunoprecipitation(Ch】【P)
精 子 核DNA(5000nuclei/ptL)をe.r.、CHX、0,2Units/μLのEcoRI(Takara)を含 む50μL
の 卵 抽 出液 と23℃ で45分 イ ンキ ュ ベ ー トした 。 イ ンキ ュ ベ ー ト後 、lmLの1%ホ ル ム
ア ミ ドを 含 むTNIBで 懸 濁 し氷 上 で10分 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。 そ の 後 、200μLl5%
sucrose/TNIBを下 層 に敷 き 、10,000rpm、4℃、5分 間 遠 心 し、 ク ロマ チ ン画 分 を単 離 した。
単 離 した ク ロ マ チ ン画 分 をlmLTN【Bで 洗 浄 後 、 ク ロマ チ ン画 分 を300μLTNIBで 懸 濁
し、VP-30shomogenizer(Tait㏄)で10秒間8サ イ ク ル の 超 音 波 処 理 に よ りク ロマ チ ン を分
断 した。 そ の 後 、5,000rpm、4℃、5分 間遠 心 し、 得 られ た 上 清 に3μLの 免 疫 前血 清 また
は 抗RecQL4抗 血 清 を 添 加 した の ち 、 氷 上 で2時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。 さ らに 、20μL
proteinA-SepharoseFastFlow(Amersham)と混 合 し、 撹 搾 しな が ら40Cで2時 間 イ ンキ ュ ベ
ー トした。イ ンキ ュベ ー ト後 、TNIBで8回 洗 浄 し、30μLの25×10adingbufferforSDS-PAGE
と混 合 後 、 溶 出 され た タ ンパ ク質 をサ ン プル と した 。
4.9R㏄QL4の リ ン酸 化 の検 出
精 子 核DNA(5,000nuclei/ptL)をe.r.、CHX、02uni捻仙LEcoRI(Takara)、1μMgeminin、
10μci[Y-32P】ArPを含 む50μLの 卵 抽 出 液 と23℃ で60分 イ ンキ ュ ベ ー トした 。 イ ンキ ュ
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ベ ー ト後 、]mLRIPAに 懸 濁 し、 氷 上 で5分 イ ン キ ュベ ー トした 。 反 応 液 を14,000rpm、
5分 間 、4℃ で 遠 心 し、 得 られ た 上 清 に5μL抗xRecQL4抗 血 清 を添 加 して 、氷 上 で2時
間 イ ンキ ュ ベ ー トした 。 イ ン キ ュベ ー ト後 、20μLproteinA-SepharoseFastFlow(Amersham)
と混 合 し、 掩 搾 しな が ら氷 上 で2時 間 イ ンキ ュ ベ ー トし た 。proteinA-SepharoseFastFlow
を 回 収 して か らRIPAで1回 、TNIBで4回 洗 浄 し、30μLの2.5×loadingbufferforSDS-PAGE
と混 合 す る こ と に よ りタ ンパ ク 質 を溶 出 した 。 溶 出 さ れ た タ ン パ ク質 をSDS-PAGEで 展
開 後 、PvDF膜に転 写 した。転 写 後 のPvDF膜 をMilliQで軽 く洗 浄 後 、風 乾 して か らimaging
plateを2日間 露 光 し、FLA-3000(FujiPhotofilm)によ り結 果 を解 析 した 。
4.10DNA複 製 の 再 開(restartassay)
精 子 核DNA(180,000nuclei)をe.r、CHX、50ng/mLアフ ィ デ ィ コ リ ン(SIGMA)を
含 む80μLの 卵 抽 出液 と230Cで60分 イ ン キ ュ ベ ー トした 。イ ンキ ュベ ー ト後 、lmLT'NB
に 懸 濁 し、 氷 上 で5分 イ ンキ ュベ ー トした。 そ の 後 、200μLl5%sucrose/TNBを下 層 に
敷 き 、8,000rPM、5分 間 、40Cの 遠 心 操 作 に よ り ク ロ マ チ ン画 分 を単 離 した 。 単 離 した
ク ロマ チ ン画 分 をe.r.、CHX、lptMgemininを含 む40μLの 卵 抽 出液 に 懸 濁 し、 氷 上 で10
分 間 イ ンキ ュ ベ ー トした の ち4μLを 取 り、eエ、CHX、1ptMgeminin、1.85kBq/μLの[α一
32P]dArPを含 む16μLの 卵 抽 出液 と混 合 して か ら23℃ で イ ンキ ュ ベ ー トした
。そ の 後 、o.2
mg/mLproteinaseKを含 むstopCsolutionを加 えて 反 応 を 停 止 し、 よ く混 合 して か ら37℃
で30分 間 以 上 イ ンキ ュベ ー トした 。イ ンキ ュベ ー ト後 、10%TCAsolutionを加 え さ らに4℃
で30分 間 以 上 置 く こ と で 酸 不 溶 性 画 分 を沈 降 さ せ た 。 この 沈 降 物 を25mmGFICdisc
(Whatman)を用 い て 捕 集 し、5%TCAsolution、ethanolでGFICdiscを洗 浄 後 、乾 燥 させ た 。
乾 燥 したGFICdiscをイ オ ン 交 換 水 に浸 し、捕 集 され た 放 射 活 性 を チ ェ レ ン コ フ法 に よ り
測 定 した 。
1.T'NIB
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50mMKCI、50mMHEPES-KOHpH7.6、2mMDTT、0.5mM
spermidine、0.15miVIspermine、1μg/mLpepstatinA、1μg/mL
leupeptin、0、Ol%TritonX-100
4.11yH2AX法
精 子 核DNA(5,000nuclei/μL)をeエ、CHX、0.05units/μLEcoRI(Takara)を含 む100μL
の 卵 抽 出液 と23℃ で5分 イ ンキ ュベ ー トした 。イ ンキ ュ ベ ー ト後 、lmLT'NIBで懸 濁 し、
200μLl5%sucrose/T'NIBを下層 に敷 いた の ち 、8,000rpm、5分間 、4℃ で遠 心 す る こ と に
よ りク ロマ チ ン画 分 を 単 離 した 。 単 離 した ク ロ マ チ ン画 分 をe.r、CHXを 含 む50μLの 卵
抽 出 液 に懸 濁 し、15mLの エ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に 分 注 後 、 氷 上 で10分 間 イ ンキ ュ ベ
ー トした 。e.r.、CHXを含 む16μLの 卵 抽 出液 を各 チ ュ ー ブ に添 加 し、23℃ で イ ンキ ュ ベ
ー トした の ち 、4.5の操 作 に よ り解 析 をお こな った 。
4.12Chklの リ ン 酸 化 の 検 出
免疫 除 去 卵 抽 出 液100μLに 対 して 、e,r.、CHX、50μg/mLアフ ィデ ィ コ リン(SIGMA)を
添 加 し、 こ こ に終 濃 度 が1,000nuclei/μLとな る よ う に 精 子 核DNAを 添 加 後 、23℃ で60
分 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。 イ ン キ ュベ ー ト後 、lmLintactnucleiisolatebuffer(INIB)で希 釈
し、8,000rpm、5分間 、40Cで遠 心 して 核 を含 む 沈 降 画 分 を得 た 。 さ らに 、lmLINIBを
添加 し、再 度8,000rpm、5分間 、4℃で 遠 心 し、上 清 を 除 い た 。得 られ た サ ンプ ル をSDS-PAGE
で 展 開 した の ち,westemblotによ り解 析 した 。
LINIB
30%sucroseinEB
4.13キナーゼ阻害剤を用 いた解析
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caffeine(WakoPureChemicaiIndustries,Ltd.)とwonm㎜in(Sigma一網hchCo.)は 、 終 濃
度 が そ れ ぞ れ5mMと100μMと な る よ う に精 子 核DNA未 添 加 の卵 抽 出液 に添 加 した 。
希 釈 は全 てEBを 用 いて お こな っ た 。
第5節 抗 原 を 用 い た 抗 体 の ア フ ィ ニ テ イ ー 精 製
免疫 に使 った2mgのR㏄QL4抗 原 を、sDS-PAGEに展 開 した後、泳 動 され たタ ンパ ク
質 をPVDFフ ィル ター(HyBond-P)(Amersham)に電 気 的 転写 した。'転写 した メンプラ
ンをポ ンソーS染 色液 で20分 染色後 、Tw㏄n20/PBSで洗浄 した。ポ ンソ 一ー Sが脱色 され
た後、2%BSA、0.1%NaN3inTween20/PBSを用 いて、室 温で1時 間反応 させ た。反応後、
Tween20/PBSで3回洗 浄 し、抗原部位 の み を細か く裁断 してか ら、Tween20/PBSと共 に、
lomLPoly-prepcolu㎜(BIO-RAD)に充填 した。 こ こに、500μLのxRecQL4抗血清 を添
加 し、室温 で2時 間反応 させ た。10mLTween20/PBS、10mLWashbuffer×2、10mLTween
20/PBS、IOmL150mMNaClの順番 で メ ンブ ランを洗浄 したの ち、0,1Mglycin-HCI,pH2.5
で抗 体 を溶 出 した。溶 出液 には溶 出量の1/20vol.の1MTris-HCI(pHgD)を添加 し、pH7.5
に調整 した。得 られ た抗体 は、分注 して 一soecで保存 した。
1.ポ ン ソ ーS染 色 液
1%ポ ン ソ ーS、5%酢 酸
2.Tween20/PBS
137mMNaCl、2,68mMKCI、8,04mMNa2HPO4、1.47mMKH2PO4
0.059eTween20
3.2%BSA、0.1%NaN3inTween20∠PBS
l37mMNaCl、2。68mMKCI、S.04mMNa2HPO,、1.47rnMKH2PO4
005%Tween20、2%BSA、1%NaN3
4,washbuffer
20mMTris-HCIpH75、IMNaCl、190TritonX-100、150mMNaCl
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